ean suky 


’ it 


_ BACTERIOPHAGIE ET VARIABILITE MICROBIENNE 


par les D* Jutzs BORDET. et Pau BORDET. (*). 


(Suite) 5's 


tee CHAPITRE II 


ee Influence ‘de ia température sur les caractéres des var es 
et la production du principe lytique. 


A. — Baciuue - COLIFORME DE LIsBONNE. 

ep quons en strie sur quelques tubes de gélose ordinaire le 
bacille de Lisbonne qui, comme nous |’avons signalé, se déve-_ 
loppe a 37° sous forme d’un gazon microbien offrant un miroi- 
_tement métallique. Mais, aussitot aprés l’ensemencement, plagons 
 quelques-uns de ces tubes, non pas a |’étuve, mais dans un local 
(on opére en hiver) dont la température reste voisine de 10 a 12°. 
A cette température le développement s’effectue encore, mais 
- exige quelques jours pour constituer une trainée assez épaisse, 
‘qui bientot devient saillante et glaireuse et ne présente pas le 
_reflet métallique si caractéristique des cultures développées a 37°. 

Pratiqué 4 ce moment, l’examen microscopique montre que les | 
‘pacilles sont assez courts, gros et trapus, et entourés d'une cap- 
sule épaisse (4). Les microbes sont plongés dans une matiére 


_ (*) Voir. ces Annales, 1946, 72, 161. 
_ (4) Ces capsules ne se produisent pas si l’on emploie pour ces expé- 
riences une culture qui a subi 5 ou 6 passages dans le bouillon ordi- 
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muqueuse qui, colorée par le bleu de toluidine, _prend un 

rougeatre. Si J’on colore par Ja fuchsine, la Jame réflé 

lumiére en un miroitement doré. Sans attendre que le milie 
nutritif soit trop épuisé, portons maintenant a l’étuye cette cul- 
ture sur gélose. Des le lendemain, on constate un changement =~ 
d’aspect qui s’accuse encore Je jour suivant. La trainée s'affaisse _ 
en se recouvrant de la pellicule luisante. L’examen au microscope = 
réveéle que les microbes courts et trapus qui s’étaient développés 
4 froid ont. perdu-presque complétement leur colorabilité comme — 
s’ils subissaient une lyse prononcée ; les capsules qui les entou- — 
raient disparaissent complétement. Mais une nouvelle génération 
microbienne a apparu, trés différente de la précédente. Ces nou- 
-veaux microbes sont beaucoup plus longs, ce sont des filaments __ 
souvent sinueux qui se colorent trés fortement. Ajoutons que ce © 
phénoméne de remplacement des microbes développés a basse 
température par des microbes morphologiquement différents, 
phénoméne qui se produit lorsque Ja culture est transportée a- 
37°, s observe. également lorsque la gélose utilisée a été addi- 
tionnée d’oxalate de soude. Nous allons signaler des faits trés _ 
analogues A propos du bacille pyocyanique, avec cette différence | 
toutefois que dans le cas de ce microbe Je calcium semble néces- 
saire a la lyse que les microbes développés a froid ,subissent 
lorsque la température s’éléve. Reconnaissons au surplus que — 
cette différence de comportement par rapport au calcium est diffi- _ 
cile 4 expliquer. 


i, Reprenons maintenant les cultures en question du bacille de Lis- 
bonne, Jes unes qui ont été constamment maintenues 4 basse tempéra- 
lure, les autres qui aprés s’étre développées tout d’abord a froid ont été 
mises pendant vingt-quatre heures & 1’étuve. Nous disposons aussi 
d’autres cultures, qui, placées & 37° immédiatement aprés l’ensemen- _ ae | 
cement, se sont développées pendant un jour a cette température. — ace § 
Délayons de telles cultures dans du bouillon stérile, en ayant soin de 


naire, lequel contient un peu de calcium. Dans une telle culture, en 
effet, qui présente nettement Je phénoméne d’auto-agglutination, une f 
oie transformation étendue de la race S en variété R_ s’est effectuée. La Sars 
propriété d’élaborer des capsules 4 basse température appartient A la 

race S$. Cultivée a froid, la race R affecte aussi la forme de bacilles courts __ 

et trapus, mais dont les bouts sont généralement carrés au lieu d’étre 

4 arrondis ; le manque de capsules permet de les reconnaitre aisément. __ 
Reportée & 37°, cette culture de R, développée d’abord A froid, subit 
PES également une lyse manifeste en donnant lieu A Vapparition des 
microbes fort allongés, trés colorables, que nous signalons plus loin. © 

‘4 La production de capsules dans les cultures développées & basse tem- 
by pérature est particuligrement frappante lorsqu’on emploie des cultures. 
qui ont subi quelques passages en bouillon oxalaté. Nous avons signalé ais 
ey plus haut que la privation de calcium entrave l’apparition de la race R. 
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faire en sorte que la suspension de la culture constamment maintenue 
a_ basse température soit visiblement plus opaque que les suspensions 
des cultures qui ont été exposées A la température de 37° soit d’emblée, 
soit aprés un séjour a froid. Dés que ces suspensions sont préparées, 
chauffons-les 4 60° pendant une demi-heure, et recherchons si elles 
contiennent un principe -actif sur le bacille de Shiga. Dans des tubes 
contenant 5 c. c. de bouillon, introduisons I goutte de solution A 1 p, 100 
de CaCl, (5), I goutte de culture de bacille de Shiga et III gouttes 
de l’une ou l’autre des suspensions chauffées. 


Le résultat de cette épreuve est net : les microbes qui ont 


poussé a froid n’ont pas produit de principe. Mais il suffit 
d’exposer pendant vingt-quatre heures a 37° une culture d’abord . 


développée vers 10-12° pour que le principe y apparaisse ; bien 
entendu le méme principe existe aussi dans les cultures déve- 
loppées directement a 37° (6). Ce résultat concorde entiérement 
avec celui que Gildemeister a obtenu en opérant sur le bacille 
lysogéne dont il disposait. 


Méme si le bacille de Lisbonne a été entretenu assez longtemps 


a la température toujours basse de 10-12° en subissant des repi- 
quages successifs, il] reprend son activité lysogéne dés qu’on le 
replace ensuite a la température de |’étuve. 

C’est évidemment une donnée frappante qu’une coincidence 
manifeste existe entre l"apparition du principe et le fait qu’une 
lyse intense s’effectue lorsque la culture développée d’abord a 


froid est transportée ensuite 4 37°, et il semble assez rationnel. 


de supposer que ce principe intervient dans la lyse. Reconnais- 
sons toutefois qu’une difficulté s’oppose a cette conception, con- 
sistant en ce que, dans les expériences que nous venons de relater, 
la lyse consécutive a |]’élévation de la température se produit 


-méme si le milieu nutritif a été oxalaté, tandis que |’oxalate 


empéche la lyse du bacille de Shiga par ce principe. Si ]’on étale 
une goutte de culture de bacille de Shiga sur une gélose oxalatée, 
et si l’on dépose ensuite, sur cette surface ensemencée, une trace 
de principe, la culture se développe a 37° sans présenter aucune 
plage lytique, tandis qu’une zone de Clarification lytique appa- 
rait dans les mémes conditions si l'on emploie une gélose qui n’a 
pas été oxalatée. Ajoutons encore que, comme on le démontre 
aisément, le froid qui empéche Ja production du principe s’oppose 
également A la lyse du hacille de Shiga par ce méme principe. 


(5) Rappelons qu’un peu de sel de calcium est nécessaire a la lyse du 
bacille de Shiga par Je principe en question. 

(6) Cette expérience donne, comme il faut s’y attendre, les mémes 
résultats si elle porte sur la variété R isolée, puisque c’est Ja variété R 
qui est productrice de principe : développées 4 basse température, les 
cultures du type R ne manifestent pas d’activité lysogéne. 


. 
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' «Le fait que le froid empéche la lyse a deja été ré 
certains principes [43]. BL ACE 2 
: P. Bordet et J. Beumer [44] ont montré, 4 ce propos, l’exis- ie 
ee tence d’un rapport entre l’influence du froid sur la sensibilité 4 
. la lyse et-son action sur la constitution antigénique du microbe. 
Leur étude a porté sur un colibacille sensible 4 deux bactério- 
phages distincts longuement étudiés par l’un de nous dans des 
travaux antérieurs et dénommés respectivement principe faible et 
* principe fort pour Ja raison que le premier ne lyse que la variété S 
Dee du colibacille en question, tandis que le second est actif a la fois 
sur S et R. Lorsqu’on la cultive en-dessous de 20°, la variété S 
Ns asl prend les caractéres culturaux et antigéniques de R. Or, dans ces 
dl conditions, elle perd sa sensibilité au principe faible, qui ne se 
_ ss régénére plus a son contact, tandis qu'elle conserve intacte, de 
méme que R, sa réceptivité au principe: fort, lequel se reproduit — 
normalement. En outre, et corrélativement, S, cultivé en-dessous 
de 20°, n’élabore plus la substance inhibitrice spécifiquement 
appropriée au principe faible, tout en continuant, de méme que i 
R, de former celle qui agit sur le principe fort. Il est intéressant 
de noter, en rapprochant ces résultats des ndétres, que la culture - 
a température basse, susceptible de modifier la constitution anti- 
génique, peut, corrélativement, influencer 4 la fois le pouvoir a 
lysogéne et la sensibilité a la lyse. 
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B. — BaciL_E PYOCYANIQUE. a 


’ Ensemencée en strie sur gélose, la race lysable du pyocya- 
no nique ne montre ni lyse, ni production de pigment lorsque la_ 
gélose est exposée, aussitot aprés l’ensemencement, A une basse 
rt température (10-12°). Dans ces conditions, le développement est 
iy naturellement assez lent; aprés quelques jours, il donne lieu A 
une trainée grasse, assez saillante et blanchatre, sur laquelle on 
napercoit aucune cupule de lyse, ni aucun dépdot de Ja matiére 
a reflet métallique. Cette trainée peut, au bout d’un certain 
temps, s’entourer d’un liséré, mais celui-ci reste également inco- o 
lore et ne se lyse pas. Or, l’aspect de cette culture se modifie de 

la maniére la plus frappante lorsqu’on Ja transporte 4 37°. Au 

bout d’un ou deux jours a ]’étuve, la trainée auparavant saillante, 
blanchatre et opaque, s’affaisse manifestement et se recouvre des 

taches de lyse 4 reflet métallique ; Ja pellicule d"aspect métallique 
recouvre aussi le liséré qui s’amincit tout en s‘élargissant beau-_ om 
coup, tandis que le pigment vert bleuatre apparait. ee keel 
L’examen microscopique de la culture avant et aprés le trans- 5h 
fert & 87° donne des résultats analogues A ceux que nous avons x 
signalés ci-dessus & propos du bacille de Lisbonne. Maintenue 
i froid, la’ culture ne subit pas de lyse. Le lendemain du trans- 
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fert a 37°, on constate que les -microbes cians a froid ont. 
subi une lyse généralisée, ils ont perdu leur colorabilité, tandis | 
qu’une nouvelle génération microbienne a apparu, composée | 
‘d’individus trés fortement colorables, en général plus minces, 
remplagcant ainsi la génération précédente qui tend a disparaitre. 
Celle-ci était composée d’individus plus trapus que ]’on reconnait 
facilement. 

I] est intéressant de répéter cette expérience en employant non ' 
seulement de la gélose ordinaire contenant du calcium, mais 
aussi, et comparativement, de la gélose oxalatée. Cultivés a froid, 
les microbes sont un peu plus petits en gélose calcifiée qu’en 
gélose oxalatée. Mais l’effet du transfert a 37° des cultures déve- 
-loppées a froid est trés différent selon que la gélose est normale — 
ou a été oxalatée. Sur gélose oxalatée, la trainée blanchatre qui 
s était produite a froid ne se modifie guére. Le reflet métallique 
n'y apparait pas ou ne se montre que trés discrétement. Tandis 
que sur gélose ordinaire, aprés transfert 4 37°, la trainée micro-_ 
bienne qui était grasse et opaque s’aplatit,. semble se liquéfier et 
devient transparente, la culture sur gélose oxalatée, dans les 
mémes conditions, ne montre rien de pareil. Elle garde son 
aspect primitif, aucune tache de lyse n’y apparait. Au microscope, 
on ne constate aucune destruction des microbes qui s’étaient 
développés 4a froid. 

La lyse est done fonction 4 Ja fois de la température et du 
calcium. Longtemps entretenue a basse température par des pas- 
sages successifs, la culture, qui pendant cette période n’a montré 
aucune lyse, redevient immédiatement lysable lorsqu’on la replace 
Apetes 

En présence de ces résultats, il n’est pas irrationnel de penser 
que la culture développée a froid et celle qui pousse a 37° dif-_ 
ferent par leur métabolisme comme par leur morphologie et que 
la premiére céde la place 4 Ja seconde en subissant une lyse ou 
un principe bactériophagique intervient. Ainsi la bactériophagie 
pourrait se comprendre, sans qu’il soit nécessaire de faire appel 
a un virus, comme étant ]’expression des propriétés physiolo- 
giques jouant un réJe dans la variabilité. 


CHAPITRE III 


Influence des immunsérums. 


A. — BacILLeE PYOCYANIQUE 


Un lapin recoit, A une semaine d’intervalle, 4 injections, la premiére 
de 1/10 c. c., les 3 autres de 1/5 c. c. de culture sur gélose du bacille 
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pyocyanique (race lysable), agée de’ vingt-quatre heures. On le sai 

dix jours aprés la derniére injection, en méme temps qu’un lapin ne 

dont le sérum sert de témoin. Les sérums sont chauffés une demi-heure 

4 56°, Dans deux tubes contenant respectivement 2 c. c. environ d’im- © 
munsérum et de sérum normal, on ensemence une trace de culture de 
la race lysable. On constate que l’immunsérum est agglutinant et — a 
entrave la production du pigment vert bleuétre. De la culture en 
immunsérum on ensemence, aprés trois ou quatre jours, un nouveau 
‘tube d’immunsérum et on procéde de méme pour ce qui concerne la 
culture en sérum normal. On effectue ainsi 4 passages, aprés quoi on ~ 
repique en strie sur gélose. : he 

i ! / \ 

- On ne constate aucune différence entre les deux géloses. Le 
microbe qui a passé par l’immunsérum forme une trainée qui se 
lyse et se recouvre de la pellicule d’aspect métallique. Il se 
comporte exactement ainsi comme le microbe qui a passé par le 
sérum normal. La culture provenant de |’immunsérum est sou- 
mise a la technique de V’isolement sur gélose. Toutes les colonies 
qui se développent montrent de la lyse et s’entourent du liséré 
brillant caractéristique. Chez aucun des individus microbiens, 
l’immunsérum ne fait done disparaitre l’aptitude a la lyse. 


B. — Bacitye pe LIsBoNNE. 


Avant de traiter de laction des immunsérums, rappelons = 
quelques détails relatifs a la lyse du bacille de Shiga sous ’in- 
fluence du principe émanant du bacille coliforme de Lisbonne. 
Comme nous l’avons rappelé plus haut, les cultures de ce microbe 
élaborent toujours du principe lytique lorsqu’elles sont entre- 
tenues en milieu légérement calcifié, condition trés propice & 
pee de Ja race R, spécialement investie du pouvoir lyso- 
gene. ae 


Chauffons pendant une demi-heure, vers 60°, une telle culture en Tait 
bouillon d4gée de quelques jours. Dans un tube de bouillon qu’on vient ¥ 
d’ensemencer de bacille de Shiga, introduisons un peu du_ liquide Hy 
chauffé, I goutte par exemple, et portons A 1’étuve. > o 


Dans les premiéres heures, le développement s’effectue sans : 
entrave, le bouillon se trouble aussi nettement que dans un tube . 
témoin semblablement ensemencé mais qui n’a pas recu de liquide 
chaulfé. Mais ce trouble, devenu intense, se dissipe bientdt, le 
bouillon peut redevenir complétement transparent, tandis que 
agent lytique y devient considérablement plus abondant et que, 
par contre, le témoin continue A se troubler. Cependant, on 
observe généralement que le lendemain le tube contenant le prin- Fey 
cipe montre un nouveau trouble, plus ou moins intense, en raison 
de l’apparition de microbes doués d’une résistance qui se pro- 
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nonce davanltage apres deux ou trois repiquages. On peut se 

procurer ainsi une race parfaitement résistante qui, repiquée en 

strie sur gélose, développe une trainée tout a fait, semblable a ver 

celle que produit lensemencement du bacille de Shiga Doral Obs 

Si la résistance n’est pas encore totale, la trainée qui apparatt ne : 

présente pas de vraies plages de lyse, mais s’éclaircit plus ou 

moins nettement. ri 
L’activité du principe fourni par le bacille de Lisbonne n'est ad 

pas toujours la méme. Comme |’un de nous 1’a signalé autrefois, © ie 

les cultures filles dérivant des colonies isolées peuvent donner 

des principes inégalement énergiques. Parfois deux ou_ trois 

passages en série sur le bacille de Shiga sont nécessaires pour 

qu’une clarification évidente s’observe. Parfois méme, le bouillon 

ensemencé du bacille de Shiga et additionné d’un tel principe 

faible ne subit aucun éclaircissement aprés plusieurs passages. Il _ 


‘ 
: 
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peut méme devenir légérement plus opaque que le bouillon / Bon, 
témoin, en raison du fait que des microbes résistants troublant — ih a 
fortement le liquide apparaissent précocement et masquent com- — ee. By; 
plétement une lyse partielle et fugace. 

En pareil cas, la lyse peut néanmoins se trahir si ]’on étale. “e" 


sur gélose le bouillon ensemencé additionné de principe, ren- 
forcé, autant qu'il est susceptible de l’étre, par un ou deux pas- 
sages antérieurs en milieu liquide. Dans ces conditions, la trainée 
microbienne qui se développe présente 4 sa surface un piqueté 
lytique qui lui confére un aspect chagriné. 
Si, avec une gouttelette de liquide lytique, on fait une strie a aie 
la surface d’une gélose sur laquelle on vient d’étaler I goutte de “Aa 
—— culture de bacille de Shiga, on obtient une trainée de clarification in 
continue ou formée de taches transparentes, non _ confluentes, me 
selon que le principe est plus ou moins concentré. La dimension Br, 
des taches claires dépend aussi de la virulence du principe, elles ; 
sont plus petites si le principe est faible. Fait assez curieux, 
lorsque le gazon microbien se creuse de cupules. lytiques, on oS 
constate souvent que la surface de ces dépressions se couvre ee 
promptement de poussiére brillante 4 reflet métallique, tandis f 
que le gazon norma] n’en présente pas. By 

I] arrive, mais ce n’est pas régulier, qu'un principe faible 
devient brusquement plus actif au cours de passages ou bien a la 
suite de simples repiquages en série de Ja culture ot des microbes 
résistants s’étaient développés. Ceux-ci subissent alors une lyse 
passagére aprés laquelle la résistance s’affirme davantage et ne 
permet plus aucune lyse. 

Si l’on soumet 4 la technique de l’isolement une culture de 
microbes bien résistants et si l’on repique des colonies séparées, 
il arrive parfois que certaines de celles-ci ne sont pas lysogénes. 
Mais on obtient le plus souvent des cultures filles douées d’un 


tantes ont un aspect normal et ne montrent aucun indice de lyse. 
Les cultures en bouillon de ces bacilles de Shiga lysogeénes, 
filirées ou chauffées une demi-heure a 58°, ou traitées par le 
chloroforme, fournissent un principe trés actif. 

Des tubes de bouillon recoivent I goutte de ce principe, puis 
sont ensemencés de bacille de Shiga. Aprés quelques heures, 
le trouble qui s’était produit disparait. Deux jours plus tard, on 
-chauffe a 58° ces cultures lysées et on Jes utilise pour la vacei- 
nation de lapins. Saigné neuf jours aprés Ja derniére injection, 


un lapin qui a recu 7 injections de 1 a 2,5 c. c. de ce principe ~ 


fournit un sérum dont deux volumes neutralisent complétement 
et définitivement un volume de liquide lytique. Le sérum neutra- 
lise de méme facon le principe existant dans une culture lysée de 
bacille de Shiga et celui qui s’est produit dans une culture de 
microbe lysogéne, c’est-a-dire soit du microbe coliforme de 
Lisbonne, soit du bacille de Shiga adapté au principe de 
Lisbonne. . 

L’expérience instituée en vue de rechercher si le pouvoir lyso- 
géne d’un microbe tel que le bacille de Lisbonne peut disparaitre 
lorsqu’on cultive celui-ci dans ]’immunsérum correspondant a été 
réalisée pour la premiére fois dans notre laboratoire, en 1925, 
par Mac Kinley [45]. Elle a donné un résultat négatif. On ne 
réussit pas 4 éliminer le pouvoir lysogéne, bien que |’agent 
lytique soit neutralisé par le sérum. Reporté sur milieu nutritif 
ordinaire, le bacille reprend son activité premiére. Cette notion 
ne parait pas favorable a la théorie du virus. Elle a été confirmée 
ultérieurement, et de Ja facon Ja plus nette, par Burnet [46]. _ 

Dans un tube contenant environ 2 c. c. de ’immunsérum qui, 
ainsi qu'il est dit plus haut, neutralise un demi-volume. de prin- 
cipe, introduisons I goutte de culture en bouillon, que l’on vient 
de diluer cent fois, de bacille lysogéne de Lisbonne, et ensemen- 
cons de méme du sérum normal de lapin. Pratiquons ainsi, a 
trois ou quatre jours d’intervalle, 4 passages par ]’immun- 
sérum ou le sérum normal, puis repiquons le dernier passage 
sur gélose, et de la en bouillon. Repiquons encore en bouillon 
cette derniére culture, et aprés quelques jours, chauffons a 60°. 
L’épreuve sur bacille de Shiga montre que les deux liquides 
contenant le bacille de Lisbonne qui a passé soit par le sérum 
normal, soit par l’immunsérum, sont lysogénes et le sont exac- 
tement avec la méme énergie. 

Nous avons reproduit cette méme expérience en la faisant 
porter cette fois sur une culture résistante et lysogéne de bacille 
de Shiga, dérivant d’une colonie isolée ainsi qu’il est dit plus 
haut. Cette fois encore, le résultat a été négatif. Le pouvoir lyso- 


nouveaux isolements. Ces cultures lysogénes parfaitement résis-— 
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gone qui s’est communiqué au bacille de Shiga n’y est pas aboli 
par Vimmunsérum, malgré 5 passages successifs, 

Pour rendre cette expérience plus convaincante, il convient de 
faire agir comparativement l’immunsérum sur une trace de la 
méme culture lysogéne, celle-ci étant soit vivante, soit stérilisée 
par chauffage. 

Une culture en bouillon de bacille de Shiga lysogéne, laissée six jours 
a l’étuve, est divisée en deux parties, dont l’une est stérilisée par chauf- 
fage d’une demi-heure a 58°. On introduit dans 2 tubes  stériles’ 
XX gouttes d’immunsérum antilytique chauffé 4 56°. Semblablement, 
2 tubes stériles recoivent XX gouttes de sérum, également~ chauffé 


_ a 56° de lapin neuf. Dans l’un des tubes contenant l’immunsérum et 


dans l’un des tubes contenant le sérum normal, on introduit II gouttes 
de culture de bacille de Shiga lysogéne, stérilisée 4 58°. Dans les deux 
autres tubes, on introduit 1/50 de goutte de cette méme culture, mais 
qui n’a pas été stérilisée. On mélange soigneusement. Aprés une demi- 
heure, on ajoute 4 chacun des. 4 tubes 5 c.c. de bouillon stérile. 
Les 2 tubes qui ont recu II gouttes de culture lysogéne stérilisée (et 
-qui contiennent soit du sérum normal, soit de l’immunsérum) sont — 
ensemencés de 1/50 de goutte de culture en bouillon de bacille de 
Shiga normal, de méme 4ge que la culture lysogéne, et laissée comme 
elle six jours 4 l’étuve. Enfin, un tube de bouillon (5 c.c.) est ense- — 
mencé de 1/50 de goutte de la culture de bacille de Shiga lysogéne, et 
un autre d’une méme quantité de la culture de bacille de Shiga normal. 


Une lyse typique s’observe bientot dans le tube qui, ensemencé 
de bacille de Shiga normal, contient le principe stérilisé et le 
sérum normal ; aucune lyse ne se produit dans le tube identique 
sauf qu’il contient de |’immunsérum, ni, cela va sans dire, dans 
les autres tubes, ow il n’y a pas coexistence de principe et de 
microbes sensibles. Ces cultures sont laissées trois jours a ]’étuve, 
puis repiquées par ensemencement de II gouttes en bouillon. Les 
cultures filles ainsi obtenues sont également maintenues plusieurs 
jours A l’étuve puis repiquées en bouillon; on pratique de la 
sorte 4 passages successifs. Aprés repiquage, on chauffe 
a 58° ces 5 séries de cultures, soit les cultures initiales en pré- 
sence de sérum et les 4 séries de cultures qui en sont dérivées 
par repiquages successifs. On éprouve l’activité lytique des 


_ liquides ainsi chauffés 4 l’égard du bacille de Shiga, en ajoutant 


III gouttes du liquide 4 un tube de bouillon additionné de I goutte 
de solution de chlorure calcique 4 1 p. 100, et ensemencé de 


-bacille de Shiga normal. Cette épreuve montre que la neutrali- 


sation par l’immunsérum du principe chauffé est définitive : la 
culture développée en présence de principe chauffé et de sérum 
antilytique, et les 4 cultures qui en dérivent, ne manifestent 
aucune activité lytique, tandis qu’un pouvoir lytique bien accusé 
persiste au cours des passages successifs dans les cultures deéri- 
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vées de celle qui contenait du principe stérilisé et du sérum 


normal. Par contre, le pouvoir lytique du bacille de Shiga lyso-— 


gene, mis vivant en présence de sérum antilytique, n’est que 
momentanément déprimé par le contact avec ce sérum : fortement toe 
réduite dans la culture initiale contenant l’immunsérum, |’acti- — 


vité lytique se reléve rapidement et progressivement au cours des 
passages successifs en bouillon, pour devenir, dés le troisieme 
passage, égale a l’activité lytique de la culture dérivée de celle 
ou le bacille lysogéne s’était développé en présence de sérum 
normal. * 

Cetle expérience conduit a des résultats analogues si on la fait 
porter sur Je microbe lysogéne de Lisbonne. . 


CHAPITRE IV 


Influence comparée du calcium sur la lyse 
et sur le pouvoir lysogéne. 


On sait que la lyse par le principe que produit le microbe de 
Lisbonne exige le concours du calcium, 4 tel point qu’elle ne 
s’effectue guére en bouillon ordinaire, dont l’alcalinisation a pré- 
cipité une trés grande partie du calcium sous forme de phosphate 


tricalcique. Aussi les expériences de lyse portant sur ce principe 


sont-elles toujours pratiquées en tubes de bouillon additionné a 
froid de I goutte de solution de chlorure calcique 4 1 p. 100. Il 


est intéressant, a cet égard, de rechercher si le calcium est égale- — 


ment nécessaire a la production du principe par le microbe 
lysogéne et a sa régénération par le microbe sensible. Pour 
navoi affaire qu’a une seule et méme espéce microbienne, nous 
avons employé comme microbe lysogéne le bacille de Shiga 
adapté a ce principe, le microbe sensible utilisé étant le bacille 
de Shiga normal. 2 


On laisse A l’étuve A 37°, pendant six jours, 2 cultures en bouil- 
lon, l’une de bacille de Shiga normal, l’autre’de bacille de Shiga lyso- 
géne. Celle-ci, au sortir de |’étuve, est divisée en deux portions, dont 
lune est chauffée 4 58° pendant une demi-heure (soit L58). 3 tubes 
de bouillon additionnés de XII gouttes de solution d’oxalate sodique 
4 2,5 p. 100 sont ensemencés, l’un de 1/50 de goutte de la culture vivante 
de bacille de Shiga lysogéne, les 2 autres de 1/50 de goutte de la 
culture de Shiga normal : parmi ces deux derniers, l’un a préalable- 
ment recu If goutes de L58. On opére de méme sur 3 autres tubes 
de bouillon additionné, au lieu d’oxalate sodique, de I goutte .de 
chlorure de calcium 4 1 p. 100 et de XI gouttes de solution physio- 
logique de NaCl. La culture en bouillon calcique additionné du prin- 
cipe L58 et ensemencé de bacille de Shiga est complétement lysée 
aprés neuf heures; les 5 autres cultures demeurent indéfiniment 
troubles ; comme on pouvait s’y attendre, le principe Ld58 n’a pas 
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lysé le bacille de Shiga en bouillon oxalaté. Les 6 cultures sont sorties 
de l’étuve aprés sept jours. A ce moment on les repique par ensemen- 
cement de II gouttes en bouillon correspondant, c’est-d-dire oxalaté 
pour celles du premier lot, calcifié pour celles du second ; on excepte 
toutefois de ce repiquage les 2 cultures témoins de bacille de Shiga 
normal non additionnées de principe; on effectue de la_ sorte 
5 repiquages consécutifs, 4 une semaine d’intervalle. On dispose ainsi, 
d’une part, de bacille de Shiga lysogéne ayant fait plusieurs passages 
soit en milieu oxalaté, soit en milieu calcique et, d’autre part, de 
cultures issues de l’action du principe sur le bacille de Shiga normal, 
em absence ou en présence de calcium. 


Pour rechercher la présence de principe dans ces cultures, 
chauffons-les 4 58° pendant une demi-heure, et introduisons 
III gouttes du liquide chauffé dans un tube de bouillon calcifié 
que |’on ensemence de bacille de Shiga. Lorsque le liquide chauffé 
est une culture en bouillon oxalaté, il est nécessaire, pour com- 
penser l’oxalate introduit, d’ajouter au tube de bouillon II gouttes 
de solution de chlorure calcique 41 p. 100. Le précipité qui 
apparait dans ces conditions pouvant masquer la lyse, il convient 
de pratiquer sur les cultures ainsi obtenues une nouvelle épreuve 
calquée sur la précédente. Ces cultures sont chauffées a 58° et 
introduites 4 raison de III gouttes dans un tube de bouillon 
calcifié que l’on ensemence de bacille de Shiga : tous les liquides 
chauffés étant cette foisgpourvus de calcium, il suffit d’ajouter 
uniformément, aux tubes de bouillon qui en recoivent III gouttes, 
I goutte de solution de chlorure calcique 4 1 p. 100; dans ces 
conditions la lyse apparait clairement. Or la lyse survient unique- 
ment dans les cultures additionnées de liquide provenant, soit de 
cultures oxalatées ou calcifiées de bacille de Shiga lysogéne, soit 
de cultures issues de l’action du principe sur le Shiga normal en 
milieu calcique ; elle y est totale six heures aprés. l’ensemence- 
ment. Par contre, les liquides dérivés de la culture de Shiga normal 
soumise 4 l’action du principe en présence d’oxalate sodique se 
montrent réguliérement privés de pouvoir lytique. Il est done établi 
que l’addition d’oxalate au milieu de culture empéche la régéné- 
ration du principe de Lisbonne par la bactérie sensible, tout en 
permettant sa production par la bactérie lysogéne. 


Résumé. 


1° Les cultures du type S du colibacille Wespene de Lisbonne 
se recouvrent sur gélose d’une pellicule luisante d’aspect métal- 
lique et se dissocient en donnant lieu a Vapparition d’une 
variété R, qui se développe en cultures minces a surface terne. 
C’est dans Ja variété R que lon décéle le pouvoir lysogéne. La 
dissociation S—> R est favorisée par une légére teneur du milieu 


le type S. 


loppent, par ensemencement en strie sur gélose, une trainée blan- 
chalre, saillante et assez opaque, s’entourant bientdt d’un mince 
liséré qui se revét d’une pellicule d’aspect métallique. La trainée 
centrale, qui d’abord semblait indemne, présente bientot des 
cupules de lyse et se recouvre peu a peu de la poussiére brillante 
dont le liséré est revétu. Il semble done que Je type microbien 
apte a se développer sous forme de liseré est responsable de la 
lyse secondaire affectant la trainée blanchatre centrale. 

La trainée centrale se lyse plus promptement si ]’ensemence- 


ment a été pratiqué aux dépens d’une culture déja vieille ou, 


mieux encore, si, préalablement 4 l’ensemencement en strie, on a 
étalé sur la surface entiére de la gélose I goutte de culture agée 
d’une variété non lysable : i] existe donc, dans les cultures Agées, 
des produits qui hatent la lyse de la race sensible. 

Le repiquage de la matiére microbienne prélevée au niveau du 
-liséré développe parfois sur gélose une culture fabriquant beau- 
coup plus abondamment le pigment vert bleudtre et manifestant 
d’emblée une lyse intense. La race ainsi obtenue, possédant au 


plus haut degré l’aptitude 4 la lyse, se maintient dans le bouillon 


_ordinaire, tandis qu’elle se raréfie progressivement par entretien 
en bouillon oxalaté, ot la race réfractaire a Ja lyse ne tarde pas 
a prédominer. La privation de calcium, qui entrave l’apparition 
de la variété lysogéne du bacille de Lisbonne, s’oppose done 
d’autre part au maintien de la variété de bacille pyocyanique 
particuliérement apte a la lyse. 

3° Lorsqu’on le cultive en strie sur gélose 4 une température 
de 10-12°, le bacille de Lisbonne forme une trainée saillante et 
glaireuse qui ne présente pas le reflet métallique des cultures 
développées & 87°. Cette culture n'est pas lysogéne. Si, aprés 
développement a cette température basse, on la porte a 37°, dés 
le lendemain la trainée s’affaisse en se recouvrant de la pellicule 
luisante. Cette modification d’aspect correspond a la lyse de la 
culture développée a froid, a laquelle se substitue une nouvelle 
génération microbienne morphologiquement différente de la pré- 
cédente ; elle s’accompagne en outre de l’apparition du pouvoir 
lysogéne. On a ainsi l’impression que la race développée a chaud 
est antagoniste de celle développée a froid, et que cet antago- 
nisme s’exprime par un pouvoir lytique. 

4° La culture a température basse exerce, sur le bacille pyo- 


2° Les cultures de bacille pyocyanique sujettes a la lyse déve- 


cyanique, des effets singuliérement analogues A ceux qu’elle 
produit sur le bacille de Lisbonne. Cultivée a 10-12°, la race 
lysable du. pyocyanique ne montre ni lyse, ni production de 
pigment ; elle développe une trainée grasse, assez saillante et 
blanchatre. Mais si on la reporte 4 37°, il suffit d’un ou deux 
jours de séjour a cette température pour que cette trainée déve- 
loppée a froid s’affaisse et se recouvre de taches de lyse A reflet 
métallique, tandis que le pigment vert bleudtre apparait. Comme 
dans le cas du bacille de Lisbonne, le transfert A 37° détermine 
_la lyse de la culture développée a froid, tandis qu’une nouvelle 
génération microbienne apparait, morphologiquement distincte de 
la précédente. Dans le cas du bacille pydcyanique, les modifi- 
cations déterminées par le transfert a ]’étuve ne s’observent pas 


si le milieu a été privé de son calcium par addition d’oxalate de 
-. soude. . 
5° Des passages répétés en immunsérum de lapin n/’affectent _ 


aucunement l’aptitude du bacille pyocyanique a la lyse. Le sérum 
antilytique obtenu par immunisation du lapin contre des cultures 
de bacille de Shiga lysées par le principe du colibacille lysogéne 
de Lisbonne neutralise définitivement ce principe, mais n’enléve 
pas son aptitude lysogéne au microbe de Lisbonne, ni au bacille 
de Shiga adapté qui, devenu résistant a ce principe, a acquis la 
propriété de l’élaborer. 

6° L’addition d’oxalate sodique au milieu de culture empéche 
la lyse du bacille de Shiga par le principe de Lisbonne et la 
reproduction de ce principe par cette bactérie, sans enlever au 
microbe lysogéne l’aptitude a le produire. 


Conclusions. 


Ce mémoire met en évidence des analogies frappantes entre la 
lysogénése du microbe coliforme de Lisbonne et celle des cultures 
de bacille pyocyanique sujettes a la lyse. Dans V’un et l'autre cas, 
Vaptitude lysogéne est en relation étroite avec la  variabilité 
microbienne et, comme celle-ci, sous la dépendance de la teneur 
en calcium du milieu de culture. La culture 4 basse température 
(10-12°) prévient dans les deux cas ]’apparition du pouvoir lyso- 
géne, lequel se développe aussitot que la culture est portée a 37°, 
en méme temps qu’apparait une nouvelle génération microbienne, 
morphologiquement:distincte de celle qui s’était développée a 
froid. L’immunsérum spécifique n’enléve pas plus au_ bacille 
pyocyanique quau microbe de Lisbonne l’aptitude lysogéne, bien 
que, dans le cas du bacille de Lisbonne, i neutralise définitive- 
ment le principe lytique déja formé. 

Tout se passe en somme comme si le principe lytique était un 
élément constitutif normal du microbe lysogéne, élément dont 
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(aaieantite du microbe, influencée - par Ja variab: it 
tion peut étre empéchée par certains facteurs, par. ‘exoeple par la 
culture A basse température, mais la bactérie garde la poten’ 
_ jité de l’élaborer, et le produit 4 nouveau lorsque V’influe : 

-inhibitrice a pris fin. De méme Y’immunsérum, bien que neutr 
lisant le principe complétement et définitivement, n’enléve pas 

' microbe la potentialité de le fabriquer. Peut-étre aussi Je princip 
lytique, contenu a J’intérieur du microbe lysogéne et se mul 
pliant avec lui, y échappe-til a l’action antagoniste de ]’immun- 
sérum, auquel seul le principe extrabactérien serait sensible. 
Fa addition d’oxalate de soude au milieu de culture empéche la 
régénération du principe de Lisbonne par la bactérie sensible, 
sans entraver sa formation par la bactérie lysogéne : peut-ét 
-l’agression de Ja bactérie sensible exige-t-elle la présence — 
calcium, sans que celui-ci soit nécessaire a4 la reproduction: du 
principe lytique. 
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(Suite.) 
* f - / 


C. — ErupE DES PROPRIETES DES DIPHTEROIDES. : 


1° PRopRIETES BIOCHIMIQUES. — a) Fermentation des hydrates 
de carbone usuels et classification. — La recherche de la fermen- 
i tation des sucres suivants : glucose, galactose, maltose, saccha- 

rose, lactose, dextrine et mannite, nous a permis de classer, sans 
- aucune aerulic: nos différentes souches, dans les sections et 
groupes ferinentaires décrits par Barratt [3]. Nous n’avons 
__cependant isolé aucun représentant de certains groupes (II, IV, 
~ VI, IX), et 4 souches, inclassables dans les catégories de cet 
auteur, ont formé trois nouveaux groupes (VIIa, VIIa, XII). 

Le tableau If montre quels sont les caractéres biochimiques 
des divers groupes, le nombre de souches de chacun d’eux observé 
par Barratt, puis par nous, et, enfin, l’origine de nos divers diphte- 
roides. 

Il n’y a aucune relation entre le groupe larmpnenee et Vori- 
gine des souches; en effet, si on ne tient pas compte des 
groupes Va, VIIla, X et XII qui n’ont chacun qu’un seul repré- 
sentant, ni du groupe VIIa, qui n’en a que deux, on constate que © 
les autres groupes contiennent chacun des représentants isolés de- 
la gorge, du nez et des oreilles. I] est, cependant, intéressant de 
constater que la plupart des souches qui constituent un groupe, — 
- a elle seule ou 4 deux, proviennent du nez. 
$ La fréquence des germes du groupe afermentaire XJ (groupe 

de C. Hofmanni) est, de loin, la plus élevée; ils représentent 
fs 56,3 p. 100 des diphtéroides isolés ; les autres diphtéroides, 
considérés ensemble, ne sont cependant pas rares, méme dans 
les angines aigués. 

On peut remarguer gue 16 de nos souches, appartenant aux 


es 


(*) Voir ces Annales, 1946, 72, 203. a 
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groupes V et Va, ne se différencient de C. diphteriz, au point de 


vue de leurs aptitudes fermentaires, que par la non fermentation 


de la dextrine. L’étude de leurs cultures sur gélose simple ou 
G.C.T. montre, cependant, qu’il s’agit bien de diphtéroides. Trois 
au moins d’entre eux peuvent, microscopiquement, préter a 
confusion avec le bacille de Loeffler ; or, l’emploi d’un milieu 
« différentiel » additionné de glucose ou de saccharose n’aurait 


aucunement aidé a leur iaonine aon! au contraire. Il en est de- 


méme pour deux souches, au moins, du groupe III, qui, microsco- 
piquement assez semblables a Gi ‘diphterix, s’en distinguent 
biochimiquement par la non fermentation du galactose et de la 
dextrine. Ici encore, en cas de doute, ]’emploi Jeol des hydrates 
de carbone les plus utilisés dans Jes milieux « différentiels » 
nauraient eu 4pour résultat que d’augmenter Jes chances de 
diagnostic erroné. La substance fermentescible qui parait la plus 
indiquée pour aider, a elle seule, au diagnostic différentiel rapide, 
pratique entre C. diphterix et |’ensemble des diphtéroides est la 
dextrine ; ce polysaccharide est, en effet, attaqué par tous nos 
bacilles diphtériques, tandis que 4 diphtéroides de notre collection 
et un seul de celle de Barratt étaient capables de le fermenter. 


b) Propriétés communes a toutes les souches. — Toutes les 


souches étudiées présentent en commun les propriétés suivantes : 
elles ne fermentent ni ]’amidon, ni le glycogéne; ne forment pas 
d’indol (réaction d’Ehrlich), mais, quelques-unes, de l’acide indol- 
acélique (réactif de Salkowski) ; elles sont anhémolytiques ; elles 
ne liquéfient pas le sérum coagulé; elles ne produisent pas de 
pigment; elles sont aérobies (strictement ou facultativement). 
Aucune tentative n’a été faite pour isoler des espéces anaérobies. 
Leur toxicité pour Vanimal [4, 40] n’a pas été recherchée. 

c) Cultures en gélose glucosée profonde. — La plupart des 
corynébactéries étudiées se développent uniquement dans la 
portion supérieure du tube de Veillon. Cependant, quelques 
souches (15 p. 100 environ) croissent dans toute la hauteur du 
milieu de culture, exactement comme C. diphteriz. 

La valeur différentielle de Ja culture en gélose de Veillon, pour 
la distinction pratique entre C. diphterizx et les « diphtéroides » 
est donc loin d’étre absolue. La recherche faite en gélose pro- 
fonde saccharosée avec indicateur n’a pas beaucoup plus de 
valeur ; car, parmi Jes organismes qui croissent en ‘profondeur, 
comme le bacille de Loeffler, on trouve 38 p. 100 des représen- 
tants du groupe V qui, comme le bacille de Loeffler, n’attaquent 
pas le saccharose. 

Parmi les groupes comportant plusieurs représentants dans 
notre collection, les III, VII et XI contiennent exclusivement des 
souches strictement aérobies. 

d) Fermentation de l’urée. — Nous avons vu qu’en accord avec 
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les observations de Puschel [44] et de Kleinsorgen et Commi- 
chau [24] nos souches de C. diphterie ne fermentaient pas x L 
Yurée. Mais, si la plupart de nos diphtéroides sont capables = 
d’alcaliniser en vingt-quatre ou quarante-huit heures le milieu de 
Hiss additionné de 2 p. 100 d’urée, par conire 21 p. 100 d’entre 
eux niont aucune action sur cette substance et se comportent, 
par conséquent, a ce point de vue, comme le bacille de Loeffler. a 
La valeur différentielle particuliére attribuée a ce caractére n’est — 
donc pas absolue [49]. ‘ 
A l’exception du groupe I, dont tous les membres attaquent — 
Vurée, et du groupe III, dont aucun ne la fermente, tous les” 
groupes comportant plusieurs représentants contiennent des 
souches actives et d’autres inactives a l’égard de cette substance. 


2° PRopRIETES MORPHOLOGIOUES. — a) Cultures sur gélose ordi- 
naire. — Ensemencés en stries sur gélose ordinaire (bouillon de 
boeuf gélosé a 2 p. 100, ajusté 4 pH 7,4) les diphtéroides donnent, 
soit une culture gréle, grisdtre, rappelant celle de C. diphterie _ 
dans les mémes conditions (84 p. 100), soit, au contraire, une 
culture abondante et vigoureuse (66 p. 100). Parmi ces derniers, 
beaucoup donnent une culture lisse, brillante, humide, crémeuse, 
bombée (85 p. 100), mais quelques autres donnent une culture 
eranuleuse, mate, séche, grisatre, tantét saillante (12 p. 100), 
tantot trés plate (3 p. 100). . 

Les cultures abondantes sont dominantes dans les groupes I 
(83 p. 100), V (77 p. 100) et VIII (95 p. 100); tandis que les 
cullures gréles dominent dans le groupe III (75 p. 100) et qu’un 
nombre a peu prés égal de souches de l’un et de l’autre type se 
rencontre dans les groupes VII et XI. 
- Les cultures séches n‘ont été observées que dans les trois 
groupes III (25 p. 100), V (15 p. 100) et surtout VIII (82 p. 100). 

b) Cultures sur sérum coagulé. — Sur sérum de beeuf coagulé © 
par la chaleur, les cultures en stries sont plus homogénes que 
sur gélose ; la croissance plus luxuriante rend difficile la distine- 
tion entre culture abondante ou gréle; par contre, les cultures — 
séches se distinguent encore des cultures lisses. se 

c) Cultures en bouillon. — Les souches qui, sur gélose, donnent 
une culture gréle, forment ici un léger trouble grumeleux qui se 
dépose plus ou moins rapidement; celles qui donnent une cul- 
ture abondante et lisse forment un trouble homogéne avec dépot 
pulvérulent ; enfin, celles qui donnent une culture abondante gra- 
nuleuse et séche, forment ici un trouble grumeleux qui se dépose 
rapidement. Dans les trois cas, on peut observer la présence 
d’un voile superficiel, généralement fragile. 

d) Aspect microscopique apres culture sur G.C.T. — Six aspects 
différents peuvent étre schématiquement décrits. La plupart des ~ 
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diphtéroides étudiés se colorent d’une facon intense et massive 
par le bleu de toluidine, avec, parfois, une bande médiane, 
transversale, qui reste claire; on peut distinguer parmi les 
individus ainsi colorés des formes courtes moyennes et longues. 
Les premiéres ont un aspect diplococcique, les secondes, ]’aspect 
du bacille de Hofmann classique, et, les derniéres, |’aspect d’un 
bacille de Loeffler qui serait coloré de fagon homogéne. A coté 
des bacilles massivement colorés. il faut distinguer ceux qui, 
comme C. diphteriz, prennent irréguligrement la couleur et 
montrent des granulations plus ou moins nombreuses dans un 
protoplasme resté clair; ici encore, nous distinguerons des 


formes courtes granuleuses, moyennes granuleuses et longues 
granuleuses. 


ot 


Les formes non granuleuses sont dominantes (77 p. 100); les— 


formes courtes et moyennes sont les plus nombreuses (respecti- 
vement 40 et 53 p. 100) ; tandis que les premiéres se rencontrent 
exclusivement dans le groupe I et dominent dans les groupes VII 
et VIII, les secondes sont en majorité dans le groupe XI, elles 
sont réparties 4 peu prés également dans les groupes III et V. 


Enfin, les formes longues ont été observées, A une exception pres, 


dans le seul groupe NI. 

L’examen microscopique des cultures sur G.C.T. ne sera géné- 
ralement pas utile, pour Je diagnostic différentiel entre C. diph- 
ferie et les diphtéroides ; toutefois, l’observation de formes 
longues granuleuses pourra ¢étre prise en considération, étant 
donné la’ rareté de cet aspect chez les diphtéroides cultivés sur 


G.C.T. (83 souches sur 105). Nous avons vu que les formes longues | 


se rencontrent surtout chez C. diphterix var. mitis ; dans la pra- 
tique, ]’examen microscopique ne sera done indiqué que pour 
Videntification des colonies de ce type, lorsque la morphologie 
macroscopique sera insuffisante. Nous verrons plus loin que ce 
sera parfois le cas, tandis que, pour le gravis, cette éventualité 
est heureusement trés rare. 

e) Aspect microscopique aprés culture sur sérum coagulé. — 
Cultivés sur sérum coagulé, nos diphtéroides présentent des 
aspects analogues 4 ceux qu’ils montrent sur G.C.T. Cependant, 
ils seront généralement plus longs; les formes courtes coccoides 
sont exceplionnelles, Jes formes moyennes les plus fréquentes et 
les formes longues pas trés rares. 

f) Cultures sur G.C.T. — Bien que le diagnostic macroscopique 
de la diphtérie soit en usage depuis plusieurs années, il ne semble 
pas qu’on ait étudié systématiquement l’aspect des colonies de 
diphtéroides sur les milieux utilisés dans ce but. La plupart des 
auteurs signalent que les « diphtéroides » se distinguent macro- 
scopiquement de C. diphterix et en décrivent un ou deux aspects, 
différant ’un de l'autre par Jintensité du pouvoir réducteur 
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seulement. Whitley [54], toutefois, signale que | 5 0 nae 
diphtéroides sont assez variables ; mais iL ne donne -quun 
description tres sommaire des types observés. La question esi ‘af 
cependant importante ; il est indispensable, avant d’utiliser” un 
milieu pour le diagnostic macroscopique pratique, de savor 
exactement sous quel aspect se présenteront les, divers diphté- 
roides et dans quelle mesure il sera possible de les distinguer, | 
avec certitude, du bacille de Loeffler. ; ; 

Nous avons ensemencé nos 105 souches sur G.0.T., en boites 
de Pétri, de facon a obtenir des colonies isolées ; Vexamen de 
celles-ci nous a révélé lexistence de 5 types extrémement diffé-_ 
! rents les uns des autres ; nous les désignerons par les lettres bee 

V, X, Y et Z. Le tableau III montre leur répartition dans les divers _ 
- groupes fermentaires. : 


Tanteav Ill, — Morphologie des diphtéroides sur G. C. T. 


ASPECT DES COLONIES SUR G. C. T. 


GROUPES 


PS ee ik ee ee eee ee a oY 


Bee Nel tos! Ute, a> wip es yelling mu el Be 


_ 


i Se Nereh ey Re ea) gots"! (e. gamtewn 


siyceeW tag ke ve Wiad por tect top rey ke in! 


¥ 


oie bi) 08)? “07, fe, 9h fern ake Sees Mal 


to 
PORE NWN OF WED 


SO? 4a)" 0 ee sige Garr teNsem vole oh ne 


So: eR gs he fe! We of Met ce rik! Yer een 


cooocoownooocece 


OES CHA erent Wty OPM on tee oe A) 


(72) 
bo 
bo 


Le type H est, de loin, le plus fréquent (79 p. 100); les types Vo 
et X ont été observés assez souvent (7,6 et 9,5 p. 100), tandis que ee): 
les types Y et Z sont nettement puls rares (1,9 p. 100 chacun). a 
Sauf pour le type Z, qui n’a été observé que chez deux indi- 
vidus du groupe VIII, les aspects morphologiques ne présentent 
pas de relations étroites avec les propriétés fermentaires. Le 
type H a été rencontré dans tous les groupes comportant plu- 
sieurs représentants, sauf, toutefois, dans le groupe III; al est | 
seul existant dans les groupes I et XI (et aussi Va, VIIa et X 
qui n’ont chacun qu’un seul représentant dans notre collection); 
il correspond aux colonies décrites par différents auteurs comme 
caractéristiques de C. Hofmanni, d’ot sa désignation par la 
lettre H. Les autres types ont été désignés par les derniéres 


lettres de l’alphabet, sans préjuger en rien de leur signification. 
Les trois types les plus fréquents, H, V et X, ont été rencontrés 
dans diverses situations anatomiques (gorge, nez,. oreilles) et 
différentes circonstances cliniques (malades, convalescents, por- 
teurs). Par contre, les deux types plus rares, Y et Z, n’ont été 
observés qu’avec des souches isolées du nez. 
Les types X et Y donnent tous des cultures gréles sur gélose 


ordinaire ; des cultures analogues sont également obtenues avec 


quelques types H. 

Au contraire, tous les types V et Z, et ceux-la seulement, donnent, 
sur gélose ordinaire, des cultures abondantes mais séches ; les 
premiers, des cultures saillantes, les seconds, des cultures plates. 

Ces deux types sont encore caractérisés par leur morphologie 
microscopique : 4 une exception prés (V), ils ont tous l’aspect 
moyen granuleux ei se distinguent du bacille de Loeffler par leur 
épaisseur plus considérable. Les types X et Z, par contre, n'ont 
pas d’aspect microscopique constant. 

Tandis que les types X, Y et Z sont tous aérobies stricts, 
quelques types V poussent dans toute la hauteur du tube de 
Veillon. 

Enfin, tous les types X sont inactifs sur l’urée, tandis que les 
types Z fermentent ce corps et que les types V et Y comportent 
a la fois des représentants actifs et inactifs. 

Quant aux types H, ils ne présentent aucune de ces propriétés 
d’une maniére constante. __ 

Les différents types de colonies observés sont stables, nos 
souches ont été examinées 4 diverses reprises en ]’espace de 
plusieurs mois et le méme aspect a été constamment retrouvé 
pour chacune d’elles. Dés qu’une souche était parfaitement 
purifiée et présentait des propriétés fermentaires constantes, son 


aspect morphologique aussi était uniforme et stable. I] n’y a 


donc pas lieu de considérer les types observés comme des 
mutants. 

La description des 5 types de colonies ci-dessous est illustrée 
par les figures 4 a 8 de la planche (voir mémoire précédent). 


Type H (fig. 4). — En vingt-quatre heures, ces colonies ont un dia- 
métre de 1 A 2 mm. Elles sont circulaires, bombées, lisses, 4 contour 
régulier ; tandis que les unes, plus réductrices, sont grises ou méme 
noires, les autres sont, au contraire, blanches. Aprés quarante-huit 
heures, leur diamétre atteint 5 mm.; toutes sont alors noires ; 
souvent, la périphérie est intensément colorée en noir, tandis que le 
cenire reste gris. Aprés incubation prolongée, la surface perd sa régu- 
larité et se plisse plus ou moins. 

Ces colonies ressemblent assez bien & celles de C. diphterie var. 
mitis ; cependant, elles n’ont pas l’aspect brillant de ce dernier ni 
sa bordure périphérique translucide caractéristique. Néanmoins, le 
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diagnostic différentiel sera, ae difficile par le seu ate 
macroscopique ; nous avons vu que la microscopie habituelle du miti 

pacilles longs, tres granuleux, est trés rarement observée chez les ics 3 
diphtéroides et permet, par conséquent, la distinction dans les cas et 
douteux. 

Type V (fig. 5). — En vingt-quatre heures, ces colonies ont a ne 
2 mm. de diamétre. Elles sont circulaires, saillantes, granuleuses, — 
a contour découpé, de forme générale conique, grises ou noes 
d’emblée. Aprés quarante-huit heures, leur diamétre atteint 4 mm, 
elles sont nettement réductrices, Elles se distinguent de C. diphterie 
var. intermedius par l’absence de région centrale surélevée en petit — 
cone ; d’autre part, l’absence de striation radiaire et de bordure péri- ~ 
phérique aplatie permet de les différencier du gravis. 

Au début de nos recherches, néanmoins, et avant que nous n’ayons _ 
individualisé les divers types de diphtéroides, ces colonies V ont été — 
parfois considérées comme des gravis. 

Type X (fig. 6). — Ces colonies sont de trés petite taille ; en vingt- 
quatre heures, leur diamétre atteint 0,5 4 1 mm. et 3 mm. apres qua- 
rante-huit heures. Elles sont polygonales, plates, rugueuses, a contour 
lobulé ; peu réductrices, elles restent blanches ou légérement gri- 
sdtres. Aprés quarante-huit heures, le bord de la colonie est surélevé 
et lui donne un aspect trés caractéristique: 

_ Lorsque ces colonies sont nombreuses et rapprochées lex unes des 
autres, un examen superficie] pourrait les faire considérer comme 
des gravis encore peu développés ; nous avons commis cette erreur au 
début de nos recherches : la révision de la culture aprés quarante-huit 
heures montre toujours trés nettement qu’il ne peut s’agir de 
C. diphterie. 

Type Y (fig. 7). — Ces colonies sont aussi de trés petite taille ; leur 
diamétre ne dépasse généralement pas 0,5 mm. Elles sont circulaires, 
bombées, lisses et brillantes, & bord entier, habituellement grises. 
Leur aspect général est, en fait, celui d’un type H nain. Elles ne 
prétent nullement & confusion avec les diverses variétés du hacille de 
Loeffler. ‘ 

Type Z (fig. 8). — Ces colonies sont extrémement caractéristiques ; 
leur diamétre atteint jusqu’A 5 mm.; elles sont plus ou moins 
arrondies avec un contour trés découpé, rugueuses, mates, séches et, 
surtout, trés plates ct trés noires, avec périphérie grise. Elles ne 
peuvent, non plus, causer aucune difficulté pour le diagnostic. 


3° CoNCLUSIONS DES RECHERCHES RELATIVES AUX DIPHTEROIDES. — 
1° L’étude des fermentations en milieu de Hiss contenant divers 4 
hydrates de carbone nous a permis de classer 154 corynébactéries 
dans les groupes fermentaires décrits par Barratt; 4 souches, : 
seulement, inclassables dans ces catégories, ont da "former trois 


s 
ouveaux groupes. a 


2° Il n’y a aucune relation entre le type fermentaire et | ‘orem v 
de la souche. 


3° Si les diphtéroides dépourvus de toute activité Sur les es di 
hydrates de carbone (groupe de C. Hofmanni) sont, de loin, les 
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plus fréquents dans le rhino- pharynx humain, le nombre des autres 
diphtéroides n’est, cependant, pas négligeable ; ils représentent, 
en effet, 43,7 p. 100 des souches isolées, 

4° Tous les diphtéroides étudiés étaient dépourvus de pouvoir 
hémolytique, d’action sur l’amidon et le glycogéne et de capacité 
indologéne. 

5° Environ 15 p. 100 de ces souches croissent dans toute la 
hauteur de la gélose glucosée de Veillon. Enfin, 5 p. 100 croissent 
dans toute Ja hauteur de la gélose profonde saccharosée tourne- 
solée sans produire de virage. 

6° Environ 20 p. 100 des diphtéroides étudiés ne fermentent 
pas l‘urée. 

7° Cultivés sur G.C.T., les diphtéroides présentent 5 types de 
colonies extrémement différents les uns des autres. Il n’y a pas 
de relation entre l’aspect macroscopique et l’origine des souches 
ou leur pouvoir fermentaire. 

8° Sur le milieu G.C.T., les 5 types de diphtéroides peuvent 
étre microscopiquement ‘distingués des 3 types du bacille de 
Loeffler. L’examen microscopique, quoique généralement inutile, 
pourra fournir, parfois, des indications pour le diagnostic diffé- 
rentiel entre C. diphteriz var. mitis et les diphtéroides du type H: 

9° Si lon tient compte des divers caractéres biochimiques et 
morphologiques étudiés, on constate que le genre Corynebacte- 
rium [2] peut étre divisé en un nombre considérable d’espéces 
distinctes [45], bien plus élevé que celui retenu par Bergey [5], 
par exemple. Le groupe C. Hofmanni, entre autres, nous prrait 


' comprendre plus de deux variétés [55, 56]. 


D. — ConcLusIONS GENERALES. 


1° Le milieu G.C.T., décrit dans ce travail, permet non seule- 
ment de reconnaitre les trois types de C. diphterix, mais encore 
de distinguer ceux-ci des colonies de diphtéroides. Dans les rares 
cas ou il est difficile de distinguer un bacille diphtérique mitis 
d’un diphtéroide du type « H » par le seul examen macrosco- 
pique, la morphologie microscopique apporte les précisions 
nécessaires. \ 

2° Le milieu G.C.T. est fortement inhibiteur pour les bactéries 
banales du rhino-pharynx. 

3° La recherche de Ja fermentation d’un seul hydrate de 
carbone ne permet pas de distinguer 4 coup str le bacille de 
Loeffler des diphtéroides; la substance la plus capable de 
permettre cette distinction, dans une mesure pratiquement suffi- 
sante, est Ja dextrine qui est attaquée par tous les bacilles 
diphtériques mais trés rarement par les diphtéroides. 

4° La recherche de la fermentation de l’urée ne permet pas a 


élle seule de diftéreneiew 5 bacille de oat ‘ae ; 
nébactéries. wy 
5° La valeur différentielle de la culture en gélose profonde, | 
glucosée ou saccharosée, n’est pas absolue ; certains diphtéroides — : 
Bee 2: se comportent, en effet, dans ces conditions! exactement comme we 3 
Bek le bacille de Loeffler. ey 
6° Parmi les diphtéroides d’origine humaine, on peut distinguer ik 
une multitude de souches distinctes ayant des propriétés morpho- 
logiques et biochimiques différentes et stables. 
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SPECTRE D’ABSORPTION DES MICROBES 
; DANS L'ULTRAVIOLET 


par R. 0. PRUDHOMME, M. ROUYER et M": A. M. STAUB (°*). 
Ne 


o 


Introduction. 


La mesure de l’absorption (U.V.) fournit parfois des rensei- 


gnements précieux’ sur la structure chimique des corps et sur la 
composition de mélanges complexes. On peut notamment espérer 
que l’étude des spectres d’absorption U.V. des microbes puisse 
donner des indications d’une part sur leur composition chimique, 
d’autre part sur le mécanisme de |’action stérilisante des rayons 


U. V., action qui est en rapport étroit avec l’absorption de ces 


rayons par les germes. 

_ Malgré son intérét, absorption U.V. des microbes a été peu 
étudiée, par suite des difficultés expérimentales qu’elle rencontre. 
A cet égard, il convient de préciser les points suivants : 

Les micro- organismes sont des mélanges complexes de diffé- 
rents corps qui interviennent avec des importances diverses dans 
J’absorption totale. 

I] est 4 prévoir que les différentes espéces microbiennes (sauf 
peut-étre les germes possédant un pigment) donnent des spectres 


trés voisins puisqu’il semble que leurs constituants et les propor- 


tions relatives de ces constituants varient peu d’une espéce Aa 
Vautre. 

Comme |’absorption U.V. est moléculaire, si la mort résulte 
d’une « désorganisation » sans modification importante des molé- 
cules, on ne doit pas trouver de différence notable entre le spectre 
d’absorption des germes morts et celui des germes vivants. | 

L’action stérilisante (1) des rayons U.V., contrairement a celle 


des rayons X, est fonction étroite de certaines absorptions sélec- 


tives. Cette action est elle-méme hautement élective. Les radia- 
tions de longueur d’onde supérieures 4 3.100 A environ sont inef- 


(*) Séance du 6 juillet 1944 de 1’Association des Microbiologistes 
de Langue francaise. 

(1) Nous avons choisi le terme d’action stérilisante de 1’U. V. plutdt 
que ceux d’action léthale, action microbicide, car le premier effet de 
VU. V. est d’arréter la multiplication des germes sans entrainer la 
mort. Ce n’est que pour des doses plus élevées qu’il y a arrét des fonc- 
tions diastasiques, etc, Voir Latanset [7]. 
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oe a Siege a moins d’utiliser des énergies considérables de rayonne 
ment (2). La courbe spectrale d’efficacité tracée par Gates [4], _ 
représente cette variation. La courbe 1 de la figure 1 nous monire — 
‘quelle monte rapidement pour atteindre son maximum aux envi- | 


rons de 2.600 A, descend vers un minimum situé vers 2.400 A 


et remonte ensuite jusqu’a 2.200 A. En dessous de cette longueur , 
d’onde l’expérimentation devient tres difficile, mais il est cna G = 
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Course 4. > CourRBE 2. 
Fic. 4. 
Course 4. — Courbe d’éfficacité spectrale de bacille du célon (d’aprés Gates). 
Course 2. — Spectre d’absorption d’un film de bacille du colon 


(épaisseur environ 5 y) [d'aprés Gates]. 


«que la courbe continue son ascension (Rouyer et Servigne [44] ont 
mis en évidence l’action stérilisante de la raie 1.862 A de l’alu- 
minium), ; 

Cette courbe refléte l’absorption des rayons U.V. par la zone 
cellulaire sensible. Elle est trés voisine de la courbe d’absorption — 
du microbe comme le montre la courbe II de la figure 1 (tracée 
par Gates, par un procédé que nous verrons plus loin). Gas 

Nous examinerons d’abord les différentes méthodes qui s’of- 
frent a nous pour obtenir le spectre d’absorption des microbes et 
les travaux déja faits dans cette voie. Avec une méthode simple, 


(2) Dams des expériences récentes et non publiées, PRupHOMME et — 
Rovyer sont arrivés 4 stériliser des germes avec des radiations allant 
jusqu’a& 4.100 A. 


nous” Saaeierons les Ressulkes ‘de edilhansnteds especes iiteroblennes: 

et de quelques lysats microbiens. Nous vérifierons pour une epéce, 
, ~ que morts ou vivants les germes présentent. le méme spectre d’ab- | 
sorption. Enfin nous “chercherons A tirer de l'étude des spectres _ 


-dabsorption microbiens, des renseignements intéressant la radio- 


f 1 
biologie. 


e 1° SPECTRE D’ABSORPTION D'UNE EMULSION MICROBIENNE. 


La lumiére qui a traversé une émulsion microbienne, méme tres 
diluée_ ne peut guére donner de renseignements sur le spectre _ 


Pd be: NOe i ate 


‘ ; ~* 000 3000 a = £000 
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Fic. 2. — Spectre d’absorption d’une émulsion de B. C. G. 
(10* bacilles au centimétre cube). 


d’absorption de celle-ci, car l’absorption est pour ainsi dire noyée _ 
dans la perte de lumiére par diffusion, perte d’autant plus grande: 
que la longueur d’onde est plus courte. 

Cependant plusieurs auteurs [4, 2] ont employé ce procédé et 
ont simplement constaté la coincidence spectrale des radiations oe 
rilisantes et des radiations absorbées. 

En employant la méthode spectrophotométrique déja décrite [9], 
nous avons essayé d’obtenir le spectre d’absorption d’une émul- 
sion de bacilles du colon contenant 10° germes au centimétre cube. 
Les résultats sont donnés par la courbe de la figure 2. Dans son 

ensemble la courbe présente l’aspect fourni par une émulsion de 
nature quelconque. On ne peut mettre en évidence ni maximum, 
ni minimum d’absorption. Cela n’a rien d’étonnant si l’on songe 
A lintensité de la diffusion par une telle suspension. 4 
i ! phe 


2° SPECTRE D’ABSORPTION DE FILMS MICROBIENS. 185; 
eee 
Beaucoup plus élégante est la technique employée par Gates [4], — 
en 1930. Elle consiste a écraser les germes étudiés entre deux 
disques plans en quartz, jusqu’a |’épaisseur d’un film incolore et 


transparent comparé sur un spectrophotométre, a un témoin cons- 


lilué par deux disques identiques aux premiers, accolés par de 
l'eau ou de la glycérine. La diffusion étant ainsi éliminée en- 
majeure partie, il reste a déterminer |’épaisseur microbienne tra- 
versée. C’est la que réside la difficulté de celte méthode ; Gates 
procede par interférométrie sur la lame d’air comprise entre Jes 
deux disques enserrant le film microbien (spectre cannelé). L’ordre 
de grandeur -de ces épaisseurs est de 5 4 10 y. Cette mesure est 
entachée de 2 sortes d’erreurs : sur le pointage des cannelures et 
sur la mesure de l’angle d’indicence. De plus cette épaisseur n'est 
.pas constante sur toute l’étendue du film traversée par la lumiére. 
Elle varie d’un bord a |’autre d’une quantité qui n’est pas négli- 
geable par rapport 4 cette épaisseur. Ajoutons qu'il est difficile 
de connaitre le nombre de bacilles mis en jeu dans cette absorp- 
tion. ; 
L’auteur donne pour le staphylocoque doré et le bacille du célon 
des courbes d’absorption qui se superposent en grande partie aux 
courbes spectrales d’efficacité qu’il avait déterminées aupanavant 
pour ces deux germes (voir figure I, courbe II, ]a courbe d’absorp- 
tion d’un film de bacilles du cdlon). L’examen des courbes d’ab- 


. - a . . < 
sorption montre un maximum frés net voisin_de 2.600 A et un 


co 
minimum vers 2.450 A. Le maximum d’absorption coincide avec 
le maximum de la courbe spectrale d’efficacité ; le minimum s’en 
écarte légérement, celui de la courbe spectrale de stérilisation 
_étant rejeté vers les petites longueurs d’onde, nettement en des- 


sous de 2.400 A. L’auteur explique ces différences par ]’existence - 
de substances. absorbantes dans l’utraviolet et qui ne rentreraient 
pas en jeu dans le mécanisme de ]’action stérilisante. 

Nous avons répété les expériences de Gates pour le staphylo- 
coque doré et le bacille paradysentérique Y6R par une technique 
identique : préleévement des corps bactériens d’une culture sur 
gélose, écrasement entre deux disques de quartz, mesure de I’épais- 
seur (environ 6 y) par interférométrie. mans . 

Nous avons utilisé le spectrographe a optique de quartz pour 
chimiste de Zeiss, avec dispositif photométrique A secteur tour- 
nant. Comme source : soit ]’étincelle condensée entre les électro- 
des de tungsténe, soit, le plus souvent, un tube a hydrogéne (sys- 
teme Challonge). Les clichés obtenus présentent une bande d’ab- 


sorplion peu marquée dans la région de 2.600 A. L’étude de cette 


i 
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bande au microphotométre enregistreur de Sannié a précisé le 


® 
maximum a 2.595 A, le minimum a 2.450 A. La courbe d’absorp- 
tion de ce film microbien est représentée dans la figure 3. Nous 
avons pris comme ordonnées le logarithme du coefficient d’extinc- 
tion, calculé sans tenir compte de la concentration, c’est-a-dire 
icl, du nombre de germes. La courbe est la méme pour les 2 ger- 
mes étudiés. Plusieurs séries de mesures nous ont donné des résul- 
tats identiques. 

Nos résultats reproduisent & peu de chose prés ceux de Gates. 


Seule différe sensiblement la position du minimum (2.380 A contre 


4 d 
4000 3000 o 2000 
Aen A 
Fic. 3. — Spectre @absorption d'un film microbien 


de bacille para-dysentérique Y. 6 R. (épaisseur environ 6 vp.) 


2.450), l'utilisation du microphotomeétre rendant notre pointé plus 
exact. Mais les critiques déja faites s’appliquent ici, et pour les 
éviter, nous avons imaginé la méthode suivante. 


3° SPECTRE D ABSORPTION DES MICROBES ULTRA-SONNES. 


L’ultra-sonnation d’une émulsion microbienne fragmente, par un 
phénoméne encore mal expliqué (probablement cavitation) les ger- 
mes dont les constituants passent alors dans la phase dispersive. 
L’un de nous [40] a montré qu’en utilisant des ondes ultra-sonores 
de longueurs d’onde appropriées et des énergies relativement 
grandes on pouvait détruire ainsi un pourcentage élevé de germes. 

En ultra-sonnant une émulsion riche en germes et en centrifu- 
geant ensuite on obtient un liquide surnageant opalescent qui con- 
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tient en solution (vraie ou colloidale ou les dda) les consulate 
solubles des bacilles détruits. Avec ce liquide, on pourra opérer 
comme avec une solution ordinaire, c’est-a-dire employer la méthode 


trations sont bien déterminées. 

Les coefficients d’absorption sont peu entachés d’erreurs (saut 
celles sur la concentration provenant de la numération des micro- 
bes, erreurs relativement faibles par rapport au nombre de corps 
microbiens mis en jeu), et pourront étre ramenés 4 un nombre 
connu de germes. De plus, les microbes étant bien lavés avant 
Vultra-sonnation, on n’a pas a craindre, comme dans la méthode 
de Gates, l’apport de substances étrangéres provenant du milieu 
de culture et pouvant fausser l’absorption. 

Nous avons mis ‘en ceuvre cette technique pour avoir les spec- 
tres d’absorption de microbes trés différents : bacille du cdlon 
(coli 36), bacille typhique (0.901), bacille dysentérique (Shiga 30), 
bacille mégathérium (souche asporogéne, mutilat), staphylocoque 
doré (S 3 K) et B. C. G.. Sauf pour Je B. C. G. qui était récolté 
4 partir d’une culture sur pomme de terre Agée de quinze jours, les 
autres microbes provenaient de cultures 4gées de dix-huit heures 
sur gélose. Les émulsions microbiennes préparées soit dans ]’eau 
physiologique, soit dans le liquide de Ringer, soit dans une solu- 
tion de phosphates tampon a pH 7,2, contenaient, suivant les cas, 
de plusieurs centaines de millions A quelques milliards de germes 
au centimétre cube (détermination faite par ensemencements de 
dilutions convenables sur boites de gélose et numération des colo- 
nies, sauf pour le B. C. G. dont on a fait une numération directe). 
Une numération faite aprés ultra-sonnation donnait le pourcen- 
tage des germes détruits. [I] variait suivant les expériences de 75 


par centimétre cube la substance d’un certain nombre connu de 
microbes. Pour pouvoir faire des mesures comparables, nous avons 
choisi comme concentration unité celle qui correspond a la subs- 
tance de 10° microbes par centimétre cube. Dans le calcul des coef-, 
ficients d’absorption ; 


les diverses concentrations ont été ramenées a cette valeur. 
Voici a titre d’exemple la marche d’une expérience : 


Bacille dysentérique Shiga 30. — On préléve le contenu de 3 boites 
de Roux de culture sur gélose de bacilles dysentériques Shiga 30, Agées 
de dix-huit heures. Aprés trois lavages 4 l’eau physiologique les bacilles 


sont mis en suspension dans 10 c.c. d’une solution de phosphates 
tampon a pH 7,2. 


spectrophotométrique classique ot les épaisseurs et les concen- 


a 99 p. 100. On est donc en possession d’une solution qui contient 


Cette Emulsion est ultra-sonnée pendant quarante-cing minutes avec. 
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l'appareil et suivant la technique déja décrite par l’un de nous [40]. 
La fréquence utilisée est de 920 kilocycles. 
dépassé 15° pendant l’opération. 

Le produit est placé aussitét aprés a la température de 0° pour 
ralentir les actions diastasiques possibles, puis il est centrifugé rapi- 
dement pour éliminer les bacilles non détruits et les débris microbiens. 
Le liquide surnageant, opalescent est prélevé et on en détermine immé- 
diatement l’absorption. 

La numération des germes, pratiquée par ensemencement de dilu- 
tions convenables sur boites de gélose et dénombrage des colonies, 
donne 21,3.10° bacilles au centimétre cube avant ultra-sonnation et 
1,9.10° bacilles au centimétre cube aprés ultra-sonnation, soit 
19,4.10° bacilles détruits au centimétre cube (91,4 p. 100). La 
solution dont on étudie l’absorption contient donc par centimétre 
cube la substance soluble de 19,4.10° bacilles dysentériques, soit, si 
l’on prend comme concentration unité 1.108, une concentration égale 
a 194. Pour effectuer les mesures d’absorption nous nous sommes servis 
du grand spectrographe 4 optique de quartz pour chimiste de Zeiss, 
muni d’un prisme de Hiifner, en utilisant la technique que nous — 
employons couramment [9]. Le liquide étant dilué dix fois ou méme 
cent fois pour en faire le spectre, l’opalescence est pratiquement 
inexistante et la diffusion presque nulle. 

Les clichés obtenus présentent une bande d’absorption trés nette 
avec un maximum vers 2.600 A et un minimum vers 2.400 A, 
L’enregistrement de cette bande au microphotométre de Sannié nous 


fixe les positions suivantes : maximum 2.580 A, minimum 2.410 A. 


La température n’a pas 


Cette courbe est réprésentée dans la figure 4. 


Les courbes obtenues pour les différents germes que nous avons 
étudiés sont toutes semblables comme l’on pouvait s’y attendre : 


maximum compris entre 2.560 A et 2.580 A, minimum entre 2.400 A 


et 2.420 A. Les faibles écarts des positions de ces deux points sont 
de l’ordre de grandeur des erreurs. d’expériences. Les courbes 
obtenues sont encore semblables aux courbes spectrales d’efficacité 
de Gates. Les coefficients d’absorption au maximum différent 
suivant les germes comme le montre la figure IV. Ils varient 
pour une solution contenant la substance d’une émulsion d’environ 
10° germes au centimetre cube entre log « = — 1,2 et log « = 0,6, 
soit une absorption variant de 1 (typhique) 4 100 (megatherium). 

D’ow proviennent ces écarts ? 

Ils peuvent venir d’une erreur sur la numération des germes. 
Cependant, en admettant une erreur de 20 p. 100 dans la numé- 
ration, le calcul montre que les écarts trouvés pour log « sont 
inférieurs A ceux que l’expérience donne. 

On peut formuler a leur sujet 4 hypothéses : 

1° L’ultra-sonnation des diverses espéces bactériennes ne libére 
pas la totalité des constituants microbiens, et la fraction éliminée 
par la centrifugation varie suivant les espéces. 
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2° Tous les germes ne contiennent pas la méme quant 
tire séche. Quand on prend 2 émulsions de méme titre, préparée: 
: a partir de microbes différents, elles ne contiennent pas utes 
Bh deux, la méme quantité de matiére absorbante d’ot une différence 
= dans |’intensité de |’absorption. ; eX eas 


as a 
3° Quand on fait par ensemencement Ja numération des microbes 


senlérique 
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Fic. 4. — Spectre d’absorption de microbes ultra-sonnés. 


contenus dans une émulsion, on ne compte que les germes vivants. hee 
Cette émulsion peut contenir plus ou moins de microbes morts qui ee 
libérent 4 Pultra-sonnation leurs constituants. Ceux-ci viennent 
sajouler a la maliére des germes vivants. Le liquide obtenu cor- 


respond alors & la substance d’un plus grand nombre de germes 
que l’on avait compté. 


4° Ces différences d’intensité d’absoption correspondent vérita- 
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blement a une différence d’absorption des constituants des diverses 
espeéces. 

D’autres expériences faites avec des précautions spéciales, (poids 
sec des émulsions, numération des germes par ensemencement et 
par comptage direct) nous permettront peut-étre de résoudre cette 
question. 

En résumé, cette technique plus maniable que celle de Gates, 
permet non seulement d’obtenir facilement le maximum et le mini- 
mum, mais encore approximativement le coefficient d’absorption 
des constituants solubles des micro-organismes. 


4° SPECTRE D ABSORPTION DES EXTRAITS MICROBIENS 
OBTENUS PAR CONGELATION. 


La destruction des corps microbiens par congélation et rechauf- 
fement brusque répétés est un procédé particuliérement simple 
auquel nous avons pensé, pour obtenir la substance des germes. 
Cette opération déja décrite par ]’un de nous [42], a été pratiquée 
sur le bacille du charbon (souche avirulente y 7) : 

On centrifuge les bacilles de 50 boites de Roux (en bouillon) lais- 
sées quarante-huit heures a ]’étuve 4 37°. Le culot est congelé a 40°, 


puis rechauffé au bain-marie a 40°. Cette opération est répétée 4 fois - 


de suite. Le culot est finalement repris dans 30 c. c. d’eau distillée 
et centrifugé en évitant ]’échauffement pendant la centrifugation. 
Le liquide “obtenu est opalescent comme celui résultant de Pultra- 
sonnation. On en fait le spectre d’absorption par la méthode classi- 
que, sans tenir compte de la concentration puisqu’ici nous n’avons 
aucune idée de la quantité de germes a laquelle correspond 
Vextrait. 

Les clichés montrent une bande d’absorption moins nette qu’avec 
les germes ultra-sonnés et cependant beaucoup plus visible qu’avec 
les germes intacts. L’enregistrement fixe le maximum d’absorption 


a 2.540 A.-2.550 A et le minimum a 2.380 A. La courbe présente 
encore la méme allure que celles trouvées sur ces germes intacts 
ou ultra-sonnés. 

On remarque une légére duerence entre le maximum obtenu a 
partir des microbes ultra-sonnés et celui des extraits microbiens. 


- Cela n’a rien d’étonnant, car il est possible que l’extraction par 


congélation ne nous fournisse pas exactement les mémes consti- 
tuants microbiens. 

Il est intéressant de savoir si la précipitation de cet extrait mi- 
crobien a pH 4, précipitation utilisée pour |’obtention de nucléo- 
protéides immunologiquement actifs [12], modifie la courbe d’ab- 
sorption. Dans ce but, nous avons amené au pH voulu, par addition 
d’acide acétique un extrait microbien de bacille du charbon (y7) 
préparé par la méthode précédente. Aprés centrifugation, le préci- 


386 ANNALES DE INSTITUT PASTEUR) 


pité qui posséde les propriétés antigéniques est redissous dans un 
peu de soude jusqu’a neutralité. Le liquide surnageant est aussi 
neutralisé. On mesure l’absorption des deux liquides ainsi que celle 
de |’extrait initial. Dans tous les essais que nous avons faits le liquide 
surnageant présente une bande trés nette dont le maximum et le 
minimum sont décalés vers les petites longueurs d’onde (maxi-- 
mum : 2,505 A; minimum : 2.330 A) par rapport a l’extrait total, 
alors que le précipité donne une bande moins nette décalée vers les 


grandes longueurs d’onde (maximum : 2.580 A; minimum : 
2.440 A). 


5° SPECTRE D’ABSORPTION DE DIFFERENTS LYSATS MICROBIENS. 


a) Autolysats. — Comme nous devions nous y attendre, l’auto- 
lyse libére dans le milieu environnant la substance des germes en 
suspension dans ce milieu. “20 

Une émulsion de bacilles dysentériques (Shiga 30) dans l’eau 
physiologique est abandonnée a la température ordinaire pendant 
eta six heures. Aprés centrifugation on fait Ja mesure de |’absorption 
aaa du liquide surnageant. La faible quantité de substance présente 
dans le liquide, fait que le cliché montre une bande d’absorption 
peu nette, dont l’enregistrement nous fixe des longueurs d’onde 
identiques A celles du méme bacille ultra-sonné. Cependant, cette 
quantité est suffisante pour que le liquide posséde des propriétés 
toxiques relativement élevées puisqu’il tue la souris au 1/100 de 
centimétre cube en trois jours. 

b) Lysat par la soude. — D’autres méthodes plus brutales per- = 
mettent de détruire les corps microbiens, tout en leur conservant un ; 
certain pouvoir antigénque. C’est le cas du lysat 4 Ja soude de . 
Mauté obtenu a partir du bacille du célon. Il était intéressant de 
voir si cette destruction s’accompagnait d’un changement dans 
labsorption. A priori, il doit y avoir scission des nucléo-protéides 
et dénaturation des protéides. Mais cette lyse des groupements mo-_ 
léculaires de la matiére vivante, doit conserver la personnalité des 
molécules élémentaires constitutives et le spectre d’absorption doit 
a se trouver inchangé. Cela tient A ce que les substances présentes 
sont surtout constituées par des molécules ne changeant pas de 
structure quand on les traite par la soude. C’est ce que l’expérience ~ 
a montré : 

10 mg. de bacilles du célon humides sont émulsionnés dans 
10 c. c. de lessive de soude au 1/10 (soude environ normale). Aprés 
quinze heures de séjour 4 37°, on centrifuge et l’on fait le spectre 
‘ d’absorption du liquide surnageant. La courbe obtenue montre 
BS comme pour les autres cas un maximum d’absorption aux environs 


de 2.600 A et un minimum vers 2.400 A. 


EP PAWANG YA ee ee ek OC eae | 


i ag 


—) ‘ ‘ 7 } 


“SPECTRE D'ABSORPTION DES MICROBES 357 


a : r 
6° SPECTRE DE MICROBES TUES PAR LA CHALEUR 
OU LES RAYONS ULTRA-VIOLETS. 


Nous avons voulu esihot comme il est 4 prévoir et comme nous 
le rappelions au début, que la mort des microbes n’est pas liée a 
des modifications chimiques profondes des molécules élémentaires 
les constituant, c’est-a-dire, qu’elle n’entraine pas une modification 
du spectre d’ absorption. Pour cela, nous avons soumis 4a |’ultra- 
sonnation une émulsion de B. paradysentériques tués soit par la 
chaleur (20 minutes a 120°), soit par irradiation ultra-violette (émul- 
sion placée a 20 cm. d’une lampe Philora H. P. 500 pendant trente 
minutes). Le spectre d’absorption du liquide centrifugé donne aprés 
enregistrement les mémes longueurs d’onde pour le maximum et 
pour le minimum que celles de la méme émulsion vivante ultra- 
sonnée. 

Dans d’autres expériences, nous avons opéré non pas sur les 
microbes eux-mémes, mais sur les constituants obtenus par ultra- 
sonnation : 

Une émulsion des bacilles paradysentériques (Shiga 30) est ultra- 
sonnée suivant la technique précédente. Aprés centrifugation le 
liquide est divisé en trois parties. Sur la premiére nous mesurons 
directement l’absorption. La seconde est irradiée dans un tube de 
quartz pendaut trente minutes 4 20 cm. d’une Jampe Philora 
(H. P. 500) 4 une dilution telle qu’elle soit transparente aux U. V. 
La troisiéme partie est chauffée en tube scellé pendant vingt minutes 
a 120°. Aprés cette opération, le liquide montre un coagulum que 
Yon élimine par centrifugation. On fait les spectres d’absorption 
du liquide initial, du liquide irradié et du liquide surnageant de la 
troisiéme portion. Les courbes obtenues montrent toutes les trois 
le méme maximum. Le minimum des deux premiéres portions sont 
identiques. Quant au liquide surnageant obtenu aprés coagulation 
par Ja chaleur, son maximum est identique aux deux autres, mais 


son minimum est décalé vers les courtes longueurs d’onde (2.355 A 


au lieu de 2.400 A) ; ceci n’a rien d’étonnant puisqu’une partie 
des constituants microbiens s’est séparée par coagulation. 

En résumé, comme on pouvait le penser, la matiére morte ou 
vivante montre le méme spectre d’absorption, puisque ses consti- 
tuants sont les mémes dans les deux cas. La mort d’une cellule 
vivante doit étre liée a des facteurs physico-chimiques qui échap- 
pent A investigation par les spectres d’absorption en ultra-violet. 


Discussion. 


Toutes les méthodes que nous avons examinées, sauf une (la 
premiére), donnent des résultats semblables : les micro-organismes 
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présentent dans l’ultra-violet un maximum d’absorption situé aux — 
environs de 2.600 A et un minimum d’absorption vers 2.400 A. 
Mais seule la spectrographie des germes ultra-sonnés permet de 


_ déterminer facilement le coefficient d’absorption des constituants 


microbiens. Au maximum d’absorption Ja substance de 10° germes 
posséde un coefficient d’absorption dont le logarithme est compris 
entre 1,2 et 0,6 suivant Jes germes que nous avons étudiés. Il 
reste a vérifier si ces écarts dans le log. sont dus a ce que les 
constituants des différentes espéces microbiennes ne possédent pas 
le méme coefficient d’absorption ou ce qui est plus probable 4 une 
différence de concentration en molécules absorbantes. De plus, il 
serait intéressant de voir si le coefficient d’absorption varie avec 
l’Age et les conditions de culture. 

Au point de vue radiobiologique, que peut-on tirer de cette étude ? 
L’identité d’allure des courbes spectrales d’efficacité de Gates et 
des courbes d’absorption ne saurait étre mise en doute. Doit-on 
en conclure que l’ensemble des constituants du microbe rentre en 
jeu dans le mécanisme de l’action des radiations ? Les recherches 
de ces derniéres années (notamment sur l’action léthale des 
rayons X) rendent cette hypothése trés peu probable (Holweck et 
Lacassagne [5], Latarjet [8]). L’existence de la zone sensible peut 
étre difficilement mise en doute. . 

Il est plus vraisemblable d’admettre que, dans la cellule vivante 
il existe un certain nombre d’édifices moléculaires qui présentent 
des courbes d’absorption voisines dont la combinaison donne la 
courbe d’absorption du micro-organisme entier. De plus, si l’ab- 
sorption totale est due pratiquement a une trés petite fraction de 
la cellule, beaucoup plus absorbante que tout le reste, les phéno- 
ménes se dérouleront comme ceux qui ont été observés. Cette petite 
fraction pourrait coincider approximativement avec la zone sensible. 

En radiobiologie, la connaissance de |’énergie absorbée par la 
zone sensible est d’un grand intérét. Elle permet le calcul du 
nombre de photons nécessaires pour produire une lésion déter- 
minée. Pour cela, il faut connaitre la courbe d’absorption de la. 
zone sensible. Malheureusement nous ne possédons pas cette 
courbe. Les courbes d’absorption que nous avons obtenues nous 
donnent pour chaque longueur d’onde le coefficient d’ absorption 
de l’ensemble des constituants microbiens. Elles ne pourront pas 
nous fixer sur le coefficient d’absorption de la partie du microbe, 
de l’organite hypothétique, ot doivent étre absorbés les photons _ 
pour provoquer l’action léthale; autrement dit le coefficient 
d’absorption, tel que nous pouvons le calculer par le spectre 
d’absorption du micro-organisme, peut nous fournir pour chaque 
longueur d’onde, en fonction de |’énergie incidente, le nombre 
de photons absorbés par l’ensemble du microbe, sans nous pré- 
ciser & combien de photons absorbés revient l’action stérilisante. 
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I] est tentant d’assimiler ces groupements sensibles A des combi- 
naisons trés absorbantes comme les nucléoprotéides qui se trouvent 
constamment dans la matiére vivante et dont le maximum d’absorp- 
tion coincide avec celui du spectre d’absorption des micro-orga- 
nismes (notamment Vacide nucléique de levure dont le maximum 
est A 2.600 A et le minimum a 2.350 A). D’autres faits sont aussi en 
faveur de cette hypothése : 

La courbe spectrale d’efficacité des radiations ultra-violettes sur 
les spermatozoides (qui sont presque uniquement composés de nu- 
cléoprotéides) est trés voisine | de la courbe d’absorption des acides 
nucléiques [6]. 


La présence de fortes concentrations de nuciéotides dans les | 


cellules se divisant rapidement (Capersson [8]). 

De nombreuses propriétés vitales telles que la mutation, la viru- 
lence, la spécificité, le pouvoir antigénique, la multiplication, sont 
sous la dépendance de protéides caractérisés par la preseae 
d’acide nucléique. 

Mais rien jusqu’ici ne nous permet de le démontrer. I] existe-en 
effet d’autres corps que ]’on peut rencontrer dans la matiére vivante 
et dont les constantes d’absorption sont trés voisines de celles du 
microbe entier. 


Conclusions. 


1° En employant la méthode de Gates, pour obtenir le spectre 
d’absorption ultra-violet d’un film microbien, nous avons vérifié 
sur le bacille du cdlon et le bacille paradysentérique Y6 R, les 
résultats obtenus par cet auteur : la courbe d’absorption est sem- 
blable a la courbe spectrale d’efficacité. Elle présente un maximum 
voisin de 2.600 A et un minimum vers 2.450 A. 

2° L’ultra-sonnation d’une émulsion microbienne donne un maté- 
riel avec lequel on peut facilement avoir non seulement le maxi- 
mum et le minimum d’absorption, mais encore le coefficient d’ab- 
sorption de ]’ensemble des constituants des micro-organismes. 

3° Les spectres d’absorption des différents microbes que nous 
avons étudiés par la méthode des germes ultra-sonnés, sont tous 
semblables entre eux : maximum d’absorption entre 2.560 A et 2.580 
A, minimum entre 2.400 A et 2.420 A. Les courbes d’ absorption 
sont aussi trés voisines de la courbe spectrale d’efficacité de Gates. 

4° Le logarithme du coefficient d’absorption au maximum des 
constituants microbiens d’une émulsion contenant 10* germes au 
centimétre cube est compris entre -1,2 et 0,6 suivant les germes. 

5° Les extraits microbiens obtenus par congélation présentent 
une bande d’absorption ayant son maximum aux environs de 


2.550 A. La précipitation de l’extrait 4 pH 4 dédouble cette bande : 


mum epic du liquide niineaet est a ’o. 2.500 1 
6° L’autolysat ou le lysat par la soude d’une émulsion r icro~ 
bienne libére des substances dont |’absorption est identique a celle 


que nous avons trouvée pour les constituants microbiens eho ¥ i 


par ultra-sonnation. 

7° Les constituants de microbes tués par la chaleur ou par irra-_ 
diation ultra-violette présentent le méme spectre d’absorption que 
les constituants des mémes germes vivants. 
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EN TUBERCULOSE EXPERIMENTALE 


‘Il. — ACTION DU 7. AMINO-BENZENE SULFONYL THIOUREE 
|ASSOCIE A LA TUBERCULINE 


par B. KREIS (*). 


Dans une note précédente nous avons émis l’opinion qu’en 


s’opposant de fagon aussi compléte que possible a l’apparition 


des réactions allergiques chez le cobaye tuberculeux on devait 


faciliter l’activité des produits chimiothérapiques. Nous avons 
vérifié cette hypothése dans le cas d’un groupe de cobayes soumis 
a une infection tuberculeuse relativement faible (0,001 mg. de 
culture de bacilles tuberculeux sur Léwenstein, pesés humides). 
Six animaux recevaient A la fois une injection trihebdomadaire 


de 0,1 c. c. de tuberculine brute et une injection sous-cutanée bi- 


quotidienne de 0,04 de paraaminophénylsufamide (septoplix). 
Deux autres groupes de six animaux étaient soumis seulement aux 


injections de tuberculine ou de sulfamide ; un dernier groupe de_ 


6 cobayes servait de témoin. L’étude de Vimportance et de la 
répartition des lésions, du poids des organes, de la dispersion 
bacillaire, des coupes histologiques, nous a montré que dans ces 
conditions les cobayes traités et désensibilisés présentaient aprés 
cent trente-huit a cent cinquante-trois jours une tuberculose nette- 
ment moins étendue que les témoins non traités et aussi que les 


~ animaux traités par la tuberculine ou le sulfamide seuls. 


Pour éprouver la validité de notre hypothése, il nous a paru 
intéressant de tenter une expérience analogue en nous plagant 
dans des conditions extrémes : tuberculisation massive ; traitement 
sulfamidé 4 doses considérables ; composé sulfamidé différent du 
précédent. En l’occurence nous avons utilisé le p-amino-benzéne 
sulfonyl thiourée commercialisé sous le nom de fontamide. Pour 
ce simple essai, en raison du manque d’animaux, nous nous 
sommes contenté d’un groupe de 4 cobayes traités et d’un groupe 
de 4 cobayes témoins. Malgré la pauvreté de ce dispositif expéri- 
mental les résultats nous paraissent mériter d’étre signalés en 
raison de leur parfaite régularité. 


Tous les animaux ont été inoculés le 12 avril 1944, sous la peau de la 
cuisse gauche avec 1 c. c. d’une émulsion & 10 mg. par centimétre cube, 
de bacilles tuberculeux cultivés sur milieu de Lowenstein, pesés humides. 


-- Nous avons utilisé un mélange de 3 souches différentes de bacilles humains, 


récemment isolées par nous ; 2 de ces souches isolées de crachats avaient 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 7 juin 1945. 
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été traitées par l’acide sulfurique ; 1a troisiéme provenait d’un ensemence- — 
ment direct de liquide pleural. Pour assurer une homogénéité plus pres 7 
faite de l’émulsion, celle-ci a été laissée treize heures au repos, puis 
décantée ; le liquide surnageant restait fortement opalescent. L’infection — 
a été réalisée avec la méme seringue piquant alternativement un animal 
traité et un animal témoin. Le traitement sulfamidé a consisté, jus- P 
qu’au 1° mai, en 2 injections quotidiennes de 6 c. c., d’une dilution 
au 1/10 de la solution commerciale de solufontamide correspondant a_ 
0,33 g., par jour et par cobaye. A partir du 1° mai, et en raison des 
réactions cutanées, il n’a plus été pratiqué qu’une seule injection quoti- 
dienne de 0,16 g. chaque soir ; mais on donnait en plus chaque matin 
0,25 g. de poudre de fontamide étalée sur une tranche de betterave ; 
lVirrégularité de l’absorption a parfois nécessité un complément en injec- 
tion. Ces doses se sont révélées nettement toxiques ; aprés la mort du 
premier de nos cobayes elles ont été ramenées a 0,20 g. per os et 0,16 g. 
par voie sous-cutanée. f 
Comme dans notre précédente expérience, nous nous sommes opposé 
chez les animaux traités A l’apparition des réactions allergiques par 
des injections sous-cutanées trihebdomadaires de 0,1 c.c. de tubercu- 
line brute. Ces injections ont été commencées douze jours avant 1’ino- 
culation. Tous les cobayes traités ont présenté des réactions nulles & 
l’injection intradermique de 1/10 de centimétre cube de tuberculine. Tous 
les 'témoins éprouvés aux mémes dates et dés le quinziéme jour ont réagi 
fortement avec une zone nécrotique d’environ 15 mm. Nous avons cherché 
a préciser s’il n’existait pas tout de méme un certain degré de sensibilité 
tuberculinique chez nos animaux traités en étudiant la réaction ther- 
mique provoquée par l’injection sous-cutanée de tuberculine brute. 
Certains de nos cobayes ont paru réagir 4 quelques injections tubercu- 
liniques, mais leur température était déja par elle-méme instable ; un 
cinquiéme cobaye inoculé et traité dans les mémes conditions ne répon- 
dait nullement & la dose de 1/10 de centimétre cube, qui provoque une 
poussée fébrile intense chez des témoins non traités ; il a survécu, sans 
paraitre incommodé, 4 une injection de 1 c. c., représentant au moins 
3 doses mortelles pour les témoins ; toutefois cette épreuve a entrainé 
une ascension thermique nette : 
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La désensibilisation de nos animaux n’a donc pas été totale; elle 
reste trés considérable puisqu’il peut étre nécessaire pour la trouver en 


défaut de recourir.4 une quantité de tuberculine correspondant a 2 ou 
3 doses d’épreuve pour une vache. 


Les résultats obtenus ont été les suivants. Tous les cobayes ont 
trés rapidement présenté une grosse réaction ganglionnaire locale 
qui s’est vite accompagnée d’un énorme abcés caséeux. L’amai- 
grissement a été rapide, mais beaucoup plus marqué chez les 
cobayes traités. Alors que tous les témoins ont présenté, pendant 
toute la durée de l’expérience, un aspect normal, tous les animaux 


— 


ar ae ) R 
-CHIMIOTHERAPIE DE LA TUBERCULOSE ~ ? 363 


traités ont bientot traduit par leur comportement |’importance de 
Vintoxication & laquelle ils étaient soumis. Tous sont morts entre 
le trentiéme et le cinquante-septiéme jour. Un témoin de méme 
poids a été sacrifié, chaque fois, a jeun, le jour de la mort du cobaye 
traité. Il est a noter que d’autres animaux inoculés le méme jour 
avec la méme dose de la méme émulsion en vue d’autres expé- 
riences, traités ou non par la tuberculine, ont survécu plus de deux 
mois et demi. La mort prématurée des animaux traités est donc 
bien en rapport avec l’absorption sulfamidée. 

A Vautopsie tous les animaux, tnaités ou non, présentaient d’im- 
portantes lésions locales et une forte dissémination tuberculeuse. 
Mais l’étude du volume des ganglions ou de la rate montre cepen- 
dant une différence notable entre cobayes traités et témoins. 
Comme dans notre précédente expérience, et pour les mémes 
raisons, l’étude du poids des organes nous a paru étre le 
test de comparaison le plus objectif et le plus fidéle. On verra 
dans le tableau ci-contre que, si l’importance des lésions a été 
progressivement croissante 4 mesure que la durée de survie a été 
plus. longue (1), elle est restée cependant réguliérement bien moin- 
dre chez les animaux traités, au point que, dans ce groupe, les 
poids des organes sont presque deux fois plus faibles. 
Tasteau 1. — Action de l’association fontamide-tuberculine sur la 


tuberculose expérimentale provoquée par une injection massive 
de bacilles tuberculeux. 


POIDS 


NUMERO DUREE A Sataeianl POIDS POIDS POIDS POIDS 
de au début 
des Dexpérionce| fetid la fin de la des des du 

cobayes jours Pera rate ganglions| poumons ‘ foie 
4857 (témoin) . 30 415-350 2,200 2,650 6,520 20,320 
4853 (traité) oe 30 425-385 0,850 4,755 4,900 441,700 
4859 (té6moin) . 32 385-335 2,300 3,330 7,150 20,200 
1854 (traité). . 32 525-335 4,920 4,500 5,050 42,800. 
4858 (témoin) . 46 470-400 . 4,190 3,425 4,050 241,650 
4855 (traité). . 46 355-345 0,600 2,340 5,250 44,250 
4856 (témoin) . 57 585-430 6,850 5,920 12,850 34,900 
4852 (traité). . ag 525-325 3,000 3,330 8,250 416,350 


Poids totauz. 


18%6-1857-1858 -4859 (témoins).] 4.855-1,.545 | 42,540 | 45,325 ) 30.570 | 97,070 
4852-1853-1854-1855 (traités).| 1 830-1 390| 6,370 8,895 | 23,450 | 55,100 


(1) On notera que la pesée des organes des cobayes 1858 et 1855 a 
pu étre effectuée seulement une heure vingt aprés l’autopsie. De ce 
fait, les poids sont légérement diminués par la dessiccation. 
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Une méme conclusion ressort de ]’étude des différents groug oe 
ganglionnaires méme en tenant compte de l’élément d’incertitude 

que représente pour les ganglions inguino-cruraux |’élimination — 
locale des ganglions caséifiés : i 


TastgAu Il. — Poids des différents groupes ganglionnaires. 
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1857 (témoin) .| 1,270 | 0,420 | 0,250 | 0,450 | 0,440 | 0,050 | 0,100 | 2,650 
1853 (traité). .| 0,950 | 0,075 | 0,200 | 0,480 | 0,200 | 0,050 | 0,100 | 4,755 
4859 (témoin).| 0,850 | 0,100 | 0,480 | 0,600 | 4,080 | 0,100 | 0,450 | 3,330 
1854 (traité). .| 0,650 | 0,400 | 0,220 | 0,250 | 0,400 | 0,080 | 0,100 | 1,500 
4888 (témoin).| 1,430 | 0,060 | 0,740 | 0,345 | 0,740 | 0,090 | 0 050 | 3.425 
1855 (traité). .| 4,400 | 0,080 | 0,320 | 0,350 | 0,320 | 0,070 | 0,100 | 2,340 
4856 (témoin).| 2,370 | 0,450 | 0,850 | 0,700 | 1,450 | 0,250 | 0,150 | 5,920 
4852 (traité). . 0,450 | 1,020 | 0,750 | 0,200-| 0,150 | 3,330 


En résumé, des cobayes traités par la tuberculine, soumis a 
une infection tuberculeuse massive, et absorbant une dose impor- 
tante de p-amino-benzéne sulfonyl] thiourée, ont présenté, entre 
le trentiéme et le cinquante-septiéme jour aprés l’inoculation, des 
lésions tuberculeuses moindres que les témoins. Ces résultats con- 
firment ceux qu’une expérimentation plus importante nous a 
donnés, entre le cent trente-huitiéme jour et le cent cinquante- 
troisiéme jour, chez le cobaye désensibilisé par la tuberculine, 
infecté par une dose bacillaire considérablement plus faible et 
absorbant du p-amino-phényl sulfamide. Ils semblent indiquer 
la valeur générale de la méthode. 4 
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A VETUDE DU METABOLISME RESPIRATOIRE 
DES BACILLES PARATUBERCULEUX (’) 


1. — METABOLISME RESPIRATOIRE DU BACILLE DE LA FLEOLE 
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par A. ANDREJEW. 


(Institut Pasteur. Laboratoires de recherches sur la tuberculose.) 


Les analogies qui existent entre les bacilles, paratuberculeux_ 
et les bacilles tuberculeux ont suscité de nombreux travaux. 

Cependant, bien que tous ces germes soient des aérobies, 
l'étude de leur métabolisme respiratoire n’a pas encore recu tous 
les développements nécessaires. Les besoins en oxygéne libre 
étant trés étroitement liés 4 l’assimilation, A la croissance, A la 
vitalité en général de ces bacilles, il nous a paru utile de pré- 
ciser tout d’abord la question de la consommation d’oxygéne au 
cours de leur culture. 

Les besoins des bacilles en oxygéne atmosphérique, les varia- 
tions de ces besoins au cours de la végétation, analyse expéri- 
mentale des causes de ces variations, telles sont les questions 
principales du probleme que. nous traitons dans cette partie de 
notre étude. Ne 

Aprés avoir précisé les besoins en oxygéne dans les conditions * Suey 
normales de culture, nous avons cherché a faire varier ces . 
conditions de maniére 4 mettre en évidence l’importance de |’oxy- 
gene, ainsi que l’influence de ces conditions imposées sur le 
métabolisme respiratoire et Ja vitalité des bacilles. 

C’est ainsi que nous avons étudié V influence de |’age de la 
culture sur la respiration des bacilles d’une part en fonction de 
l’aérobiose, d’autre part en fonction de 1]’anaérobiose. 

Dans certains cas nous complétons l’étude de l’anaérobiose 
‘par l’étude de l’influence du jetne. 

Notre étude comprend deux parties : 

La premiére est consacrée au méiabolisme respiratoire des 
bacilles paratuberculeux; dans l’autre nous exposerons les 
divers problémes de la respiration des bacilles tuberculeux. 
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(*) Association des Microbiologistes de Langue frangaise, séance du 
5 juillet 1945. 
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I. — Influence de l’age de la culture aes 
sur les échanges respiratoires du bacille de la fléole. 


A. -— EvrupE DE LA RESPIRATION APRES L’ AEROBIOSE. 


Méthode. — Plusieurs ballons de milieu de Long sont ensemencés 
avec des bacilles de la fléole, capuchonnés et laissés 4 38°. A divers 
intervalles des fragments de voile sont prélevés et essorés. On pese 

ensuite 0,2 g. ou 0,4 g. de bacilles, selon l’A4ge de la culture et on les 

A ; met en suspension dans 10 c.c. de milieu de Long fraichement pré-- _ 

lic’ paré. On préléve 1 c. c. de cette suspension et on en mesure la respi- 

ration dans un manométre de Warburg, dont le thermostat est réglé 

4 37°5. Le reste de la suspension permet d’effectuer le dosage pondéral 

ids: des bacilles secs et, s’il est nécessaire, d’ensemencer sur milieu de 

ir eis Lowenstein. 

E Le dosage des bacilles secs consiste 4 centrifuger fortement une 
quantité donnée de ]’émulsion bacillaire dans un tube préalablement 
séché et taré. On opére de préférence sur des quantités de suspension 
susceptibles de donner un poids de bacilles secs supérieur 4 0,05 g. 
Ensuite’ on lave le culot bacillaire afin d’enlever toutes les traces du 

é ‘milieu de culture et on centrifuge de nouveau jusqu’a ce que le liquide 

j surnageant devienne parfaitement limpide. Enfin, on séche le tube 

ii contenant le culot bacillaire, & 60°, jusqu’Aé poids constamt, aprés 

refroidissement, dans un dessiccateur. Un calcul simple permet d’éta- 

blir le poids des bacilles secs contenus dans la prise d’essai que nous 
employons pour nos mesures respiratoires. 


% 


Les chiffres que nous donnons représentent des millimétres 
cubes d’oxygéne consommés par 1 mg. de bacilles secs et par 
heure. é 

Résultats. — 1° Le fait principal qui se dégage de cette expé- 
rience est la chute rapide de la respiration avec le vieillissement 
de la culture. 

CONSOMMATION ‘ 


doxygéne . 

en millimétres ‘ 

cubes i 
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_ La respiration baisse assez rapidement a partir du huitiéme 
jour et tend vers 0 au voisinage du vingtidme jour, Cette baisse __ 
de la respiration est due essentiellement a la mort des bacilles. 
En effet, si l’on effectue des ensemencements a différents _ 
moments on voit que le vingt-deuxiéme jour la proportion des 
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bacilles vivants n’est plus que de 2,5. p. 100 par rapport au 


septiéme jour. Il convient done d’admettre que la baisse de la 
respiration de la culture du bacille de la fléole au méme moment 


ne traduit rien d’autre que la présence d’un nombre incompara- | 


blement moins élevé de germes vivants. 

2° Cette baisse est d’autant plus rapide que l’aération est plus 
déficiente. En effet si nous opérons sur des cultures comple- 
tement aérées — c’est-a-dire décapuchonnées — nous obtenons 
des chiffres tout a fait différents des premiers. Notamment la 
mortalité bacillaire aprés vingt jours d’étuve devient sensi- 
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Fie. 4. — eee de bi de la culture sur la respiration 
du bacille de la fléole. 


. 


J. Dans le milieu de Long frais (aprés une culture aérée). II. Dans le milieu de 
Long frais (aprés une culture capuchonnée). III. Dans le milieu de Long 
altéré (aprés une culture aérée). |V. Dans le milieu de Long altéré (aprés une 
culture capuchonnée). V. Dans le milieu de Long frais (aprés l’anaérobiose). 
VI. Dans la solution de famine. 

Abscisse : Jours de culture. 


Ordonnée : Millimétres cubes d’oxygéne consommés par milligramme de bacilles © 


secs et par heure. 


blement moindre : au lieu de 97,5 p. 100 elle n’est plus que de 
60 p. 100. 

D’autre part la respiration de la culture est plus prolongée et 
on observe que les bacilles consomment 27 mm* d’oxygéne par 
milligramme et par heure au vingtiéme jour. 

3° La mesure des échanges respiratoires des bacilles permet 
de résoudre la question de savoir si le vieillissement du milieu 
de culture n’apporte pas par lui-méme un facteur défavorable 
a la respiration bacillaire indépendamment de la mortalité 
générale. 

Pour élucider ce point nous avons procédé a4 des mesures sup- 
plémentaires de la respiration portant sur des bacilles qui étaient 
placés non dans du milieu de Long frais au moment de la 
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mesure de la respiration, mais dans le milieu de Long ayant 
servi a leur culture. — ‘ Ca 
Dans ces conditions, on observe que, jusqu’au cinquiéme jour, 
la respiration est la méme que pour les bacilles placés dans le 
milieu de Long frais; ensuite on. constate, pour les bacilles 
placés en milieu de Long altéré, une différence en moins assez 
sensible : oa 
Au huitiéme jour les bacilles placés dans le milieu de Long © 
usé consomment : ; 


47 mm* d’oxygéne contre 63 mm? dans le milieu de Long frais. 


Au 42* jour 28 — _ — 40 — — 
Au 45° jour 12 — — — 2 — _ 
Au 47* jour 0280 mm* — — 10 — _ 


Ces expériences ont été faites sur des cultures capuchonnées. 
Dans une culture aérée, la durée totale de la respiration 
augmente également dans le milieu de Long usagé. C’est ainsi 
qu’au vingtiéme jour nous avons obtenu une consommation 
d’oxygéne de 3 mm*® dans le milieu de Long altéré contre 
27 mm* dans le méme milieu frais. . 

Conclusion. — On voit ainsi que la diminution des échanges 
respiratoires du bacille de la fléole en fonction de lage de la 
culture est conditionnée par deux facteurs : d’une part, la morta- 
lité générale des bacilles, d’autre part, l’altération progressive 
du milieu qui.devient de moins en moins favorable au métabo- 


lisme_ bacillaire. . 
B. — ETupdE DE LA RESPIRATION APRES L’ANAEROBIOSE. 
Méthode. — Le bacille de la fléole est ensemencé sur plusieurs bal- 


lons de milieu de Long. Ces ballons sont munis d’un tube indicateur 
fermé a Ja base et dont la partie ouverte déborde le niveau du milieu 
liquide. On place ces tubes de fagon A éviter une introduction du 
milieu et de pouvoir les atteindre avec la pointe d’une pipette. Les 
ballons ensemencés sont laissés 4 l’étuve A 38° pendant cing jours. 
Lorsque le voile devient suffisamment abondant on introduit alors 
dans le tube indicateur le mélange suivant (préparé extemporanément) 
a partir des solutions stériles de 


Bleu de méthyléne a 0,2 p.100..........0- Il gouttes. 
Glucose\a:22"p, 100g aie cele ae ener ee Shia es CRS, 


Eau alcalinisée par la soude jusqu’au pH:9..... 410 c.c. 


On ferme ensuite les ballons au coton et on enfonce par-dessus un 
bouchon de caoutchouc trés étanche muni d’un petit robinet. Aprés 
paraffinage, on fait 4 la trompe un vide assez poussé jusqu’A 70 cm. 
de mercure. On porte ensuite les ballons A 1’étuve. Les traces d’oxy- 
géne qui restent dans les ballons sont vite absorbées par la double 
action réductrice, d’une part du glucose en milieu alcalin qui se 
trouve dans le tube indicateur ; d’autre part par les bacilles eux- 
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mémes. En général, une nuit a 1’étuve suffit pour assurer l’anaéro- 
biose totale dans les ballons. Le début de l’anaérobiose totale est 
signalé par le fait que l’indicateur bleu A Vorigine devient incolore. 
En effet, le glucose qui est réducteur en milieu alcalin, aprés avoir 


absorbé les traces d’oxygéne atmosphérique, réduit le bleu de méthy- 


léne et le transforme en son leucodérivé. 

A des intervalles donnés et sur des ballons différents, on préléve des 
fragments de voile, on essore et pése les bacilles; on les met en 
suspension et on étudie leur métabolisme respiratoire aux dépens du 
milieu de Long frais, avec l’appareil de Warburg dont le thermostat 
est toujours réglé a 37°5. 

a 


Résultats. — Les résultats ainsi obtenus s’opposent et 
compleétent les résultats précédents : _ 

En trois 4 quatre jours de vide on obtient une chute extré- 
mement rapide de la respiration des bacilles de la fléole: la 
consommation d’oxygéne exprimée en millimétre cube par milli- 


gramme de bacilles secs et par heure dans le milieu de Long: 


frais tombe de 63 a 23 et & 10 en une semaine. . 

En trois 4 quatre jours de vide, nous obtenons a peu prés la 
méme mortalité qu’aprés vingt jours d’une culture aérée et 
conservée 4 38°. 

Conclusion. — La présence d’oxygéne atmosphérique est d’une 
importance capitale pour la culture du bacille de la fléole. Une 
culture simplement capuchonnée de ce bacille se ressent déja de 
Ja pénurie d’oxygéne et la courbe de sa respiration, comme la 
courbe de la mortalité, reste intermédiaire entre celle de 1’aéro- 
biose compléte et celle de l’anaérobiose. 


II. — Influence du jetine sur le métabolisme respiratoire 
du bacille de la fléole. 


L’étude de l’influence d’un jetne de durée variable sur la res- 
piration bacillaire n’est pas sans intérét : 

Tout d’abord elle compléte l’étude de la respiration aprés 
anaérobiose. En effet, lorsque la baisse de |’intensité respiratoire 
causée par le jedine est nettement plus forte que la baisse causée 
par une anaérobiose de méme durée en présence du milieu 
nutritif, on est en droit d’en conclure que |’assimilation n'est pas 
arrétée par le manque d’oxygéne libre et qu’un certain état 
-d’anaérobiose est possible pour ces bacilles. Par contre le paral- 
lélisme entre la baisse respiratoire provoquée par le jetine et la 
baisse causée par une anaérobiose de méme durée indique que 
toute assimilation cesse avec le manque d’oxygéne libre et que 
le bacille de la fléole est par suite un aérobie strict. 

En outre, Loebel, Richardson et Schorr (1) ont déja employé 


(1) J. Bact., 1933, 26, 139-167. 
Annales de l'Institut Pasteur, t. 72, n°* 5-6, 1946. 2h 
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celte méthode du jetne pour étudier J’intensité de la respiration 
du bacille de Koch dans différents milieux : les bacilles cultivés 
sur le milieu de Long en étaient ensuite séparés, puls mis au 


jedne pendant plusieurs jours afin que tout résidu de ce milieu — 


entrainé avec les bacilles soit consommé; enfin les bacilles 


étaient reportés sur les milieux nouveaux dont il s’agissait — 
d'étudier la valeur nutritive. Or, on peut se demander si un 
jedne de plusieurs jours n’exerce pas par lui-méme une action ~ 
iéthale sur un nombre important de bacilles paratuberculeux. S’il 
en était ainsi, la respiration ultérieure, dans le milieu a étudier, 
serait plus faible, la valeur nutritive de ce milieu apparaitrait bien 
moindre et il y aurait la une cause d’erreur importante. 

Pour élucider ce point nous avons soumis des bacilles de la 
fléole A un jetne de durée variable, aprés quoi nous avons 
mesuré leur respiration. 


Méthode. — La technique employée était la suivante : des bacilles 
de la fléole cultivés huit & neuf jours sur le milieu de Long sont placés 
dans une solution dite de famine (composée d’eau physiologique a 9 g. 
de NaCl par litre, tamponnée par du phosphate de sodium M/150 
pH = 7,4), ot ils sont laissés un temps variable. Ensuite on les préléve 
et on mesure leur respiration dans le milieu de Long d’une part, dans 
la solution de famine d’autre part. ; 

Voici pourquoi il est nécessaire de procéder 4 cette double mesure. 

Lorsque, aprés le jetine, les bacilles sont replacés dans le milieu 
de Long, ils y retrouvent d’emblée tous les éléments nutritifs néces- 
saires. Si malgré cela la respiration est affaiblie, c’est que le jetine 
a tué un certain nombre de bacilles, nombre d’autant plus grand que 
la diminution de la respiration est plus prononcée. 

Au contraire, lorsque la respiration des bacilles ayant jeiné un 
certain temps est mesurée dans le milieu de famine, elle ne peut se 
faire qu’aux dépens des particules nutritives emportées par les bacilles ; 
c’est dire que si la respiration s’avére plus basse aprés un jetine plus 
long, cette baisse traduit non seulement l’action léthale propre du 
jetine, mais encore l’épuisement de ces réserves nutritives, que les 
bacilles restés vivants pouvaient utiliser. 

Ainsi la respiration des bacilles sur le milieu de Long fournit 
la mesure de la mortalité produite par le jetine ; celle des bacilles 
sur le milieu de famine, la mesure de la mortalité produite par 
le jetine et de 1l’épuisement progressif des parcelles nutritives 
emportées. 


Discussion de la méthode. — Avant de justifier ce moyen 
d’appréciation de la mortalité bacillaire, il nous faut envisager 
le point suivant: pris isolément les bacilles sont-ils capables, 
dans les mémes conditions, de consommer des quantités variables 
d’oxygéne selon leur Age? 
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La réponse négative nous a été donnée récemment par 
C. O. Oldfelt (2). Le rapport entre croissance et consommation 
de O? reste constant. I] n’existe pas, au point de vue de la consom- 
mation d’oxygéne, de « jeunesse physiologique », c’est-d-dire de 
phase dans laquelle la consommation de 0? serait proportion- 
nellement plus forte par rapport au méme volume de microbes. 

Donec, puisque nous constatons, au cours de la culture, une 
baisse de la respiration. bacillaire mesurée aux dépens du milieu 
neuf, la mortalité bacillaire devient par suite évidente et pro- 
portionnelle 4 cette baisse. 

Ceci nous parait d’autant plus exact que nous avons éliminé 
les causes d’erreur éventuelle dues A des variations du pH, de 
la pression osmotique ou a des oxydations secondaires (telles, 


par exemple, que l’oxydation des produits du métabolisme 


bacillaire ou des produits de leur décomposition, diffusés dans 
le milieu), par l'emploi de milieu de culture neuf et de témoins. 
Les bacilles placés dans le milieu de culture neuf, pendant 
quelques heures, se retrouvaient toujours sous l’influence des 
mémes conditions physico-chimiques. Par conséquent, les varia- 
tions des surfaces de germes vivants n’ont pas da jouer un role 
appréciable dans nos mesures. 

D’autre part, les témoins nous ont montré que les oxydations 
secondaires, et en particulier l’oxydation des bacilles morts, 
infiniment plus lente que la respiration des bacilles paratuber- 
culeux vivants, n’influent nullement sur nos mesures effectuées 
dans les conditions décrites. 

Du reste, en supposant méme que ces ‘oxydations secondaires 
puissent jouer un réle plus important, cela ne pourrait amener 
qu'une augmentation de la consommation d’oxygéne et non pas, 
comme nous l’avons constaté, une baisse, baisse d’autant pis 
prononcée que la culture est plus 4gée. 

Par ailleurs, le fait de la mortalité bacillaire croissante au 
cours du jeane, comme au cours de la culture, se trouve confirmé 
par un autre indice important : la diffusion croissante des pro- 
téides bacillaires, tant dans le milieu de famine que dans le 
milieu nutritif, diffusion liée étroitement a la diminution du poids 
sec de la récolte microbienne totale. 

En outre, ]’évaluation de:la mortalité bacillaire au moyen des 
mesures respiratoires, sans étre absolue, ne parait pas étre moins 
fidéle que celle fournie par la méthode des ensemencements que 
nous avons employée couramment, a titre de contrdle. 

Résultats. — Voici les chiffres de la consommation d’oxygéne 
que nous avons obtenus par milligramme de bacilles secs et par 
heure : 


(2) Acta Med. Scand. Suppl. 132, 260, Stockholm, 1942. 
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(t) Say le milieu de Long : 


Apres 0 jour de jeine. ..- 2... s+ + eee eo 2 é 

Apres 4 jour de jetne 22 ee BT 

Aprés 2 jours: de feline hoo fa aie ie + Sn) Seve ce a eae ka 
) Aprés 5 jours de jeine.... +++ ++ +++ 22 e ee ~ Hees Ee 
Apres 10 jours. de Je0me. % ichin 2G oc oo te 7 tues Re 


Aprés 20 jours de jeune. . : | 

Ces chiffres montrent qu’autour des cing premiers jours du _ 

jetne la respiration tombe de 63 a 43, soit de 30 p. 100 environ. | 
b) Sur le milieu de famine : 


i Aprés \0 jour, de jeiné s/c). LS ees pee 
Aprés 4 jour de jetine = —1.5s°U0 e ansee wees eae ees 
Aprés 2 jours de jetime..... a tentd) Nols cucth Ue aee eee MN Bee 
Aprés 5 jours de jetine. « . 2. «seve 2 ole ee ws 0s — 
Aprés 10 jours de ,jetine.. 2%. 3. ea te es OEP 
Aprés 20 jours de jJetme.......- Ea Ree - OF — 
50 | 
. Wa : 
p 2 : 30 ~ 
96 
Meee : Pa) 
. ° 4aS jours Faloj- Wald j- (5 6 20, 


DuREE ou jedneE. 


Fic. 2. — Baisse de l'intensité respiratoire du bacille de la fléole- 
j . pendant le jeune. — s 


Ordonnée : Baisse de l'intensité respiratoire. 


Au dela du vingtiéme jour les valeurs sont comprises entre 
10 et 0. 

Au cours des cing premiers jours de jetne la respiration tombe 
donc de 17 4 8, soit de 50 p. 100 environ. 

Etant donné que la chute de la respiration sur le milieu de 
Long mesure la seule mortalité des bacilles, tandis que celle du 
milieu de famine mesure la mortalité et ]’épuisement des réserves 
nutritives, on voit que l’épuisement progressif de ces réserves est 
responsable d’une chute respiratoire qui s’éléve de 15 A 20 p. 100 
pour les cing premiers jours de jetne. 

D’autre part l'étude des chiffres montre qu’entre cing et dix 
jours de jedne la chute de la respiration devient proportion- 
nellement de méme importance pour les deux milieux, ce qui 
indique que les parcelles nutritives emportées sont alors prati- | 
quement épuisées. I] persiste A ce moment dans le milieu de 
famine une respiration résiduelle des plus faibles et qui va méme 
en diminuant. 


Conclusion. — On peut conclure de ces recherches que le jeane 
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a une action léthale non négligeable sur le bacille de la fléole. 
Aussi la méthode qui consiste 4 faire jedner les bacilles acido- 
résistants pendant plusieurs jours avant d’étudier leur respira- 
tion sur de nouveaux milieux n’est-elle pas sans inconvénients, 
tout au moins en ce qui concerne le bacille de la fléole. 

Elle écarte certes la respiration qui s’effectue aux dépens des 
parcelles nutritives emportées du milieu initial, mais elle apporte 
une cause d’erreur due a ce fait que le jedne tue par lui-méme un 
nombre important de bacilles.' 


Iii. — Influence de la température 
sur le métabolisme respiratoire du bacille de la fiéole. 


Nous complétons notre étude par quelques mesures de |’inten- 
sité respiratoire d’une culture de ce bacille conservée a la tem- 
pérature du laboratoire, c’est-d-dire aux environs de 20°. 


Méthode. — Le bacille de la fléole est ensemencé sur plusieurs bal- 


Fic. 3. — Respiration d'une culture du bacille dela fléole conservée a 20°. 


I. Dans le milieu de Long frais. II. Dans le milieu de Long altéré. 

Abscisse : Jours de culture. 

Ordonnée.: Millimétres cubes d’oxygéne consommés par milligramme de 
bacilles secs et par heure. 


lons de milieu de Long et porté 4 l’étuve A 38°. Aprés cing jours, les 
ballons sont retirés de l’étuve et laissés 4 la température du _ labora- 
toire. A des intervalles donnés, on mesure la respiration bacillaire au 
moyen de l’appareil de Warburg, dont le thermostat est réglé a 20°. 
Les mesures de la respiration se font dans le milieu de Long frais et 
dans le milieu de Long altéré. 


Résultats. — Les résultats obtenus sont les suivants : 
a) Consommation d’oxygéne dans le milieu de Long frais : 
Au 5° jour... . 45 mm* d’oxygéne par mg. de bacilles secs et par heure. 


Au 12° jour. ... 44 

Au 20° jour. ... 144 — 
Au 27° jour. ... 42 — 
Au 34° jour.... 44 — 


fet ht 


b) Consommation d’oxygéne dans le milieu de Long usagé : 


Au 5¢ jour. ... 43 mm? d’oxygéne par mg. de bacilles secs et par heure. 
Au 12° .our. ... 09° — — 

Au 20° jour.... 07 — — 
Aw-27* jour... .. 02. — — 
Au 34° jour.... 0140mm’* Eas 


bale 


La chute rapide de la respiration débute aux environs du ving- 
tiéme jour. 
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Vers le trentiéme jour la consommation d’oxygéne devient en — ae 


milieu de Long altéré inférieure 4 1,5 mm*. . 128 nae ROT 
Conclusion. — La comparaison de ces observations avec les’ 


précédentes met en évidence une différence appréciable dans la 


durée des échanges respiratoires de Ja culture. 


On note également une différence importante dans la consom- 


mation d’oxygéne selon que la respiration est mesurée dans le 


milieu de Long frais ou dans le milieu de Long altéré. Ceci ~ 


confirme la faible mortalité des bacilles cultivés dans ces condi- 
tions. a 

Les ensemencements consécutifs sur le milieu de Léwenstein 
montrent Je trentiéme jour une diminution du nombre des bacilles 
vivants, Entre le septiéme jour et le trentiéme jour, cette dimi- 
nution est de 20 p. 100. 

La respiration comparative, mesurée aux dépens du milieu de 
Long frais, trés légérement inférieure le trentiéme jour au palier 
marqué au début, confirme le résultat obtenu par les ensemen- 
cements. ' 

Malgré une trés faible respiration dans le milieu de Long 
altéré par un mois de culture, ]a mortalité bacillaire est nettement 
moindre a 20° qu’a 38°. 

La comparaison de ces résultats avec ceux obtenus dans les 
expériences précédentes nous permet d’affirmer que la mortalité 
des-bacilles de la fléole, cultivés 4 38° en aérobiose, n’est pas condi- 
- tionnée exclusivement par l’ensemble des facteurs qui déter- 
minent l’altération du milieu. La température y joue un réle trés 
important : les bacilles de la fléole se trouvant dans le méme 
milieu_altéré meurent dans le méme laps de temps en beaucoup 
plus grand nombre a 38° qu’A 20°. 

Le développement initial de la culture se trouve favorisé A 38° 
durant la premiére semaine ; ensuite Ja méme température favo- 
rise la mortalité bacillaire. : 

Par contre, 4 20°, le développement initial se trouve relati- 
vement entravé et ralenti mais la mortalité bacillaire des cultures 
agées se trouve nettement diminuée. 


Résumé et conclusions. 


L’influence de l’Age de la.culture sur la respiration du bacille 


de Ja fléole — aprés aérobiose & 38° — comporte deux phases : — 


La premiére est marquée par la constance des échanges respi- 
ratoires, par unité de bacilles et aux dépens du milieu neuf. 

La deuxiéme, relativement plus longue, est caractérisée par 
une baisse progressive de la respiration dans les mémes condi- 
ions. 


Les mesures respiratoires effectuées dans des conditions spé- 
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ciales nous ont permis de mettre en évidence et de préciser 
Vinfluence de deux facteurs distincts sur l’intensité respiratoire 
de la culture au cours de ces deux périodes. 

La respiration est étroitement liée : 

A la mortalité bacillaire ; 

A Valtération du milieu. 

La constance de la respiration pendant la premiére période, 
qui correspond A\la phase logarithmique de la croissance de la 
culture, exclut une mortalité microbienne appréciable. — 

Par contre, la baisse de l’intensité respiratoire pendant la 
deuxiéme période, qui commence a la fin de la phase loga- 
rithmique ef aux environs du « maximum » de croissance, dénote — 
Vinfluence spécifique de chacun de ces facteurs. Ainsi, la baisse 
du milieu. Des mesures respiratoires, effectuées dans des condi- 
tions spéciales, nous ont permis de séparer et de préciser 
linfluence spécifique de chacun de ces facteurs. Ainsi, la baisse 
des échanges respiratoires, mesurée aux dépens du milieu neuf, 
devient l’indice de la mortalité seule. 

Par contre, la baisse de la respiration dans le milieu altéré 
par la culture étant due a la fois a la mortalité bacillaire et a 
Valtération du milieu, la différence entre ces deux mesures cor- 
respond donc a l’influence de la seule altération du milieu. 

Nous avons ainsi des indices spécifiques, d’une part pour la 
mortalité bacillaire et, d’autre part, pour Valtération du milieu ; 
et les courbes dressées a cet effet permettent d’apprécier |’in- 
fluence de chacun de ces facteurs pris séparément sur la baisse 
des échanges respiratoires au cours de la culture. 

Le fait principal qui se dégage de ces observations est une 
mortalité bacillaire trés importante et rapide 4 la température de 
38° et qui commence aux environs du « maximum » de crois- 
sance. L’étude comparative de la respiration du bacille de la 
fléole A. 20° montre que la température de 38° exerce tout d’abord 
une action trés favorable sur la vitalité des germes, pendant une 
sémaine environ. Ensuite cette méme température exerce une 
action léthale trés rapide. Par contre la température de 20° 
ralentit considérablement la croissance bacillaire lors de la phase 
logarithmique mais n’exerce pas par elle-méme une action léthale 
appréciable lors de la phase suivante. 

L’intensité respiratoire d’une culture de bacille de la fléole est 
étroitement liée aux conditions d’aérobiose. La chute de la res- 
piration est d’autant plus rapide que la pénurie en oxygéne 
devient plus grande. Cette chute est causée essentiellement par 
la mortalité bacillaire. 

L’anaérobiose compléte provoque une chute respiratoire extré- 
mement rapide. 

Les ballons simplement capuchonnés présentent a 38° une 
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TEMPERATURE DU SINGE 
AU COURS DE LA POLIOMYELITE EXPERIMENTALE 
DOSAGE DE LA VITAMINE B. DANS QUELQUES ORGANES 


~ 


par B. KOLOCHINE-ERBER et A. RAFFY. 


(Institut Pasteur, Service de M. Dujarric de la Riviére 
et Institut océanographique, Laboratoire de M. Portier.) 


La poliomyélite expérimentale du Singe, comme la maladie | 


humaine, lése presque exclusivement le syst¢me nerveux et laisse 
a peu prés intacts les principaux viscéres : le foie, en particulier, 
n’est pas atteint. Aprés |’ inoculation, méme aprés r injection intra- 
cérébrale, rien de spécial ne s’ observe pendant Jlincubation 
jusqu’a la période préparalytique caractérisée par des signes 
cliniques et par |’élévation de la température centrale. Quand les 
phénoménes fparalytiques apparaissent, la température baisse et 
Vanimal meurt en hypothermie au bout de quelques jours. De 
plus, M. Fontaine et A. Raffy [4] ayant établi le rdle de l’hépato- 
flavine dans la thermorégulation des homéothermes, on pouvait se 
demander si, dans la poliomyélite du Singe, le taux de cette 
substance n’était pas abaissé et si cette action modificatrice du 
métabolisme ne venait pas se joindre a celle des autres facteurs 
qui commandent l’hypothermie a la phase finale de la maladie : 
ralentissement de la circulation et stase sanguine, géne respi- 
ratoire, inanition relative, conséquences de la paralysie et qui 
agissent au maximum quand le Singe est quadriplégique. 

Pour résoudre cette question nous avons dosé la riboflavine 
dans les organes de Singes poliomyélitiques. qui avaient été 
inoculés pour-fournir des moelles virulentes destinées 4 la prépa- 
ration du sérum antipoliomyélitique. Les mémes organes de 
Singes neufs ont servi de témoin. , 


Les animaux ont été inoculés dans le cerveau et dans Ja cavité 


péritonéale avec des émulsions dans l’eau physiologique de 
moelles virulentes de Singes morts de poliomyélite, conservées 
a la glaciére dans la glycérine. La dose a varié suivant le poids 
des animaux, de 0,3 c. c. A 1c. c. dans le cerveau, del a2 c. ¢, 
dans la cavité péritonéale. Les plus petits pesaient 1.600 g., les 
plus gros atteignaient 8 kg., ceux de poids moyen, les plus nom- 
breux, 2.200 g. a 5.500 g. L’évolution et la durée de la maladie 
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a Vinfection poliomyélitique. La maladie a duré de six 4 dix-neuf 


jours. re : 
Les animaux étaient observés plusieurs fois par jour. Chaque 


tement. Quand l’anifnal mourait et que la moelle ne pouvait étre 


jusqu’a la nécropsie, qui avait lieu quelques heures aprés. Les 
organes étaient prélevés aseptiquement et conservés en boite de 
Petri stérile, a Ja glaciére, jusqu’au moment du dosage. 


TEMPERATURE DU SINGE NORMAL ET DU SINGE POLIOMYELITIQUE. 


Certains auteurs attachent peu d’importance aux courbes de 
température obtenues chez Jes Singes [2]; pour eux, la capture 
fatigue les animaux et les résultats sont aléatoires. I] est certain 
que la température ne doit pas étre prise quand |’anima] vient 
de se débattre et que la respiration est accélérée ; les chiffres lus 
ne sont valables que si les animaux sont laissés au repos aprés 
la capture pendant au moins une demi-heure, maintenus par un 
appareil de contention ou attachés sur un plateau, sauf quand les 


opposer de résistance. s 

La température du Singe normal est supérieure a celle de 
Homme ; pour nos animaux, avant l’inoculation, elle n’a jamais 
été inférieure 4 37°8 et n’a pas dépassé 39°. a a 
Pour le Singe poliomyélitique, quelques régles aussi doivent 
étre respectées pour que les chiffres lus puissent étre tenus comme 
exacts. I] est plus délicat d’apprécier la marche de la thermo- 
génése chez le Singe poliomyélitique que chez le Singe non 
malade, au moins pendant la phase préparalytique et lors de 
Yapparition des paralysies. Immédiatement aprés l’inoculation, 
durant les deux a sept ou huit jours qui suivent, l’animal en expé- 
rience ne présente rien de spécial, la température reste sans chan- 
gements remarquables, puis elle commence a s’élever pendant 
un a trois jours en méme temps qu’apparaissent les phénoménes 
cliniques qui caractérisent la période préparalytique : agitation, 
instabilité des mouvements, tremblement des membres, anxiété, 
fatigabilité. L’élévation de température au stade préparalytique 
a été mentionnée par Hurst [8] dans des protocoles d’expérience; 
Ionesco Mihaiesti, Tupa, Wisner et Mesrobeanu [4] notent une 
fievre de 41° 4 41°5 ; Harmon, Shaughnessy et Gordon [5] remar- 
quent une augmentation de 1° 4 3° Fahrenheit qui précéde les 


\ 


ne sont pas en rapport direct avec la quantité de virus inoculee, ee 
ce qui prouve une fois de plus Ja sensibilité variable du Singe © 


jours, mais, dans la plupart des cas, elle a évolué en sept A neuf — 
fois que les circonstances l’ont permis ils étaient sacrifiés par 
saignée a la période agonique et l’autopsie était faite immédia- — 


prélevée tout de suite, le cadavre était conservé a la glaciére 


Singes, déja apprivoisés, se laissent prendre dans la cage sans ~ 
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paralysies de un Aa cing jours. Aycock et ses collaborateurs, 
- Demme, Howitt [6, 7, 8] ont aussi noté des températures élevées, 
supérieures a 41° (41°6) pour la méme période de la maladie. 
Dujarric de la Riviére, Lépine, B. Kolochine-Erber et V. 
Sautter [9], au cours d’une expérience destinée Aa éprouver la 
valeur du chlorate de potasse dans la poliomyélite, ont trouvé 


des températures supérieures 4 40° (40°4); les Singes étaient 


petits ou de taille moyenne, ils pesaient 1.380 ¢. a 3.730 g. 

Quand les paralysies commencent a s’établir, l'agitation fait 
place a la prostration, le facies devient douloureux et ces signes 
augmentent en méme temps que la disparition du mouvement 
devient plus accentuée. Dés ce moment la température diminue 
et continue a baisser tant que progressent les paralysies. Le fait 
est particuliérement net quand la paralysie, commencant par les 
membres inférieurs est réguli¢rement ascendante ; il semble |’étre 
moins pour les Singes dont la paralysie touche d’abord les 
membres supérieurs. Dans ce dernier cas, la maladie évolue rapi- 
dement, les phénoménes bulbaires se manifestent trés tot et 
l’animal] survit moins longtemps 4 J’inoculation. Pour le Singe 
de taille moyenne ou grande, la capture devient dangereuse quand 
les paralysies commencent 4 envahir les membres. L’animal est 
encore capable d’opposer une résistance trés vive qui le fatigue 
plus vite qu’a l’état normal, aggrave les symptémes, active 
l‘extension des paralysies et peut déterminer |’apparition précoce 
de phénoménes bulbaires capables d’entrainer la fin brusque de 
Vanima] en expérience. Sauf chez les petits Singes, il est impos- 
sible de prendre la température quand commencent les para- 
lysies, car l’animal ne peut étre retiré de sa cage sans risques 
pour l’évolution de la maladie ; c’est seulement quand la quadri- 
plégie est installée, la téte seule restant mobile, que l’on peut 
utiliser le thermométre puisque le Singe n’offre plus de résis- 
tance. 

Les auteurs citent peu de mesures de température au cours 
de l’évolution des paralysies, le plus souvent sans dire dans 
quelles conditions elles ont été effectuées. Les chiffres de 34°2 
et 36°1 [4] ont da étre lus assez longtemps avant la période 
finale. 

Pour les Singes dont les organes devaient servir aux dosages 
de la riboflavine, la température a été prise une fois seulement 
~au cours de la période’ préparalytique, afin de ne pas fatiguer 
inutilement les animaux dont |’affection devait évoluer libre- 
ment. Le plus souvent aussi la seconde mesure de la température 
n’a été faite qu’une fois, quand les paralysies étaient nettement 
établies, mais dans quelques cas, surtout pour les plus petits 
Singes, cette mesure a été renouvelée trois 4 quatre fois. 

Au cours de la période préparalytique Ja température la plus 
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Callitriche @ 1354, poids : 1.630 g.; température : 38°2 avant 
Vinoculation ; commence A étre malade le sixiéme-septiéme jour, les 


membres postérieurs sont paresseux, l’animal est maladroit et grimpe 
mal : température, 39°2; le huititme jour les pattes postérieures — 


sont flasques, température : 36°1 puis, la quadriplégie est installée ; 
on lit, le neuviéme jour : température, 35°3 ; le dixiéme jour, 35°6 ; 
le onziéme jour, 34°8. L’animal est sacrifié par saignée. 

Babouin o 1356, poids : 2.250 g.; température : 38°6 avant 1’ino- 
culation ; le septitme jour, alors que les deux membres postérieurs 
sont paralysés et flasques, que les membres antérieurs sont pris, sauf 
les doigts qui peuvent encore serrer, température : 34°2 ; le huitiéme 
jour, quadriplégie compléte, température : 33°. L’animal est sacrifié 
par saignée cing heures aprés. , 

Babouin o& 1359, poids : 2.500 g.; température : 39° avant l’ino- 
culation ; le huitisme jour, quand la quadriplégie vient de s’installer, 
température : 38°8 ; le seizitme jour, température : 28°. L’animal est 
sacrifié par saignée, 


Dosacrs DE LA VITAMINE B,. — Les dosages de riboflavine 
(vitamine B,) ont été effectués par la méthode d’Euler et d’Adler, 
modifiée par Gourevitch [40] pour les Singes neufs et pour les 
trois séries de Singes inoculés. Les animaux infectés de polio- 
myélite étaient des Babouins et des Callitriches. [Les organes d’un 
Magot et d’un Cynocéphale adulte ont servi exceptionnellement. 
Les dosages pratiqués sur des organes de Singes témoins sont 
moins nombreux que nous l’aurions souhaité car il était difficile 
de sacrifier trop de Singes neufs pour prélever uniquement des 
fragments témoins. Les organes des Singes non inoculés ont été 
fournis pour la plupart par des animaux ayant succombé sponta- 
nément au moment de leur arrivée en France ou’ peu de temps 
aprés leur entrée au laboratoire pendant la période d’adaptation 
4 la vie en cages. Ces animaux ne remplissaient peut-étre pas 
les conditions parfaites de témoins neufs, mais en tout cas ils 
étaient comparables aux sujets inoculés. L’ensemble des dosages 
a porté sur 32 Singes, répartis en trois séries de 1941 a 1943. 
Le tableau ci-joint présente l’ensemble des résultats. 


TENEUR EN HEPATOFLAVINE (VITAMINE B, DU FOIE) CHEZ LES 


Sinces TEMoIns. — Nous ne tiendrons compte ici que des chiffres 


relatifs aux Callitriches. Les dosages effectués dans le foie des 
Singes neufs ont fourni des taux bas d’hépatoflavine de 9,7 A 
14 y par gramme de tissu frais (moyenne 12,1 y) mais ces chiffres 
sont cependant a peu prés du méme ordre de grandeur que ceux 
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élevée a été 40°4. Les chiffres notés pour des Singes quadripleé- 

giques dont les mouvements respiratoires étaient extrémement — 

lents, oscillent autour de 33° (de 25 a 35°). Se 
Quelques exemples peuvent étre cités : 


Teneurs en vitamine ‘3, exprimées ¢ en i; par r gramme 


4 ts = de cate frais. © 
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Cynocéphale adulte inoculé: 
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Magot inoculé : 


LG aE MOO» SORE) OSS on Ee ia ea AE han A ees 24,8 


fourhis par ioe Singes dp diverses pehates étudiés Biicne eonent 
pour lesquels les valeurs faibles étaient les plus fréquentes 
(5,8 y Le 17,3 y ; moyenne 10,7). Done, ere Vétat général 
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médiocre des Singes Callitriches témoins des séries actuelles, Te 
taux moyen de I’hépatoflavine est cependant voisin de celui qu’on 
peut considérer comme normal. 4 


TAUX DE L’HEPATOFLAVINE DES SINGES POLIOMYELITIQUES. — Les 
taux d’hépatoflavine sont, en général, peu élevés et se maim- 
tiennent dans les mémes limites que pour les Singes non ino- 


culés. Rarement compris entre 13 et 16 y, ils sont en majorité 
inférieurs a 13 y, parfois méme a 10 y. Le Magot a fourni la 
teneur élevée de 24,8 +, mais cet exemple unique ne permet pas 
de modifier nos interprétations. 


TAUX DE VITAMINE B, DES REINS ET DU CoeUR. — Dans les séries 
de Babouins de 1942-1943, nous avons aussi dosé la vitamine B, 
dans le cceur et les reins des animaux inoculés. Les teneurs du 
rein sont faibles (en général inférieures 4-10 y). Celles du cceur 
sont du méme ordre de grandeur que pour les autres Mammi- 
féres (6-7,4 +). 


‘ 
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Ainsi, au cours de la poliomyélite expérimentale du Singe, on 
aurait pu s’attendre 4 trouver un abaissement de la réserve en 
vitamine B, du foie, mais cet abaissement est faible et irrégulier. 
Est-il du reste imputable a l’infection et réellement en relation 
avec l’hypothermie ? Ne doit-on pas plutot penser 4 une carence _ a 
alimentaire ? En effet, V’hypothermie ne se manifeste que pen- 
dant peu de temps (deux a trois jours) alors que ]’animal] déja 7 
paralysé, méme quadriplégique ne prend plus spontanément de 
nourriture. Les animaux étaient nourris de pain, de carottes, 
de pommes de terre, régime pauvre en riboflavine et peu vacié ; 
les aliments étaient fournis en quantité suffisante pour entretenir 
les sujets en bon état. 

La sous-alimentation A la période terminale pourrait peut- 
étre expliquer la faible teneur en hépatoflavine de ces animaux. 
Parmi les Singes inoculés, les foies de quelques Callitriches 
ont justement des teneurs basses en vitamines B., donnant une 
moyenne de 11,5 y (de 10,8 y 4 12,8 y). Dans ce méme lot d’ani- 
maux, pour des Callitriches neufs la moyenne a été de 12,1 ¥ 
(9,7 y 4 14 y). Ces Singes étaient arrivés depuis peu de temps en 
France, aprés un voyage au cours duquel les animaux avaient été 
mal ravitaillés. I] est donc a noter que des animaux ayant eu un 
régime alimentaire insuffisant depuis plus de quinze jours pré- 
sentaient des chiffres bas d’hépatoflavine. D’autre part, pour des 
Singes divers, les chiffres trouvés par M. Fontaine et A. Raffy [4] 

Be sont également bas. On peut établir une relation entre ces 
oe valeurs faibles et l’‘homéothermie médiocre des Primates. Ne peut- 
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on pas penser aussi que les Singes vivant en Europe, en captivité 
dans des cages, soumis a un régime alimentaire trés différent de 
celui auquel ils ont été habitués a la colonie réagissent contre 
tous ces facteurs débilitants par une élaboration réduite de l’hépa- 
toflavine ? Les taux réels de |’hépatoflavine des Singes ne seraient 
fournis que par des animaux vivant dans leur milieu et non dans 
des conditions trés éloignées de l’habitat et du régime habituels. 


“ 
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Les recherches ci-dessus ont mis en évidence quelques varia- 
tions de la température du Singe au cours de la poliomyélite 
expérimentale. La phase d’hyperthermie qui précéde les phéno- 
ménes paralytiques a été pour nos Singes de 40°4 au maximum. 
Les animaux sont morts en hypothermie et des températures de 
25° a 35° ont alors été notées. 

Les dosages d’hépatoflavine chez les Singes ayant succombé 
4 Vinfection ont donné un taux moyen de 11,5y (9,3 4 16,6y) qui 
différe assez peu des chiffres obtenus chez des Singes neufs 
(moyenne 12,1+). Il ressort done de ces résultats que l’hypother- 
mie terminale du Singe poliomyélitique est due seulement a 
Vinstallation des phénoménes paralytiques et que la diminution 
du taux de V’hépatoflavine n’intervient pas. 
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PROPRIETES ET COMPOSITION 
DE LA TOXINE DE WELGHIA PERFRINGENS 


Il. — ACTION LETHALE — EFFET NECROSANT 
ACTIVITE ENZYMATIQUE 


par Mayuis GUILLAUMIE, A. KREGUER et M. FABRE (’). - 


(Institut Pasteur.) 


_ La toxine élaborée par Welchia perfringens (1) est couramment 
désignée sous la dénomination de toxine perfringens A. Cette toxine 
contient plusieurs antigénes spécifiques dont les propriétés hémo- 
lytiques, nécrosantes ou fermentaires ont fait l’objet de maints 
travaux. 

L’étude approfondie de nombreuses préparations de toxine 
perfringens A a montré qu’il existe dans certaines préparations 
un constituant léthal non spécifique. 


Constituant léthal non spécifique 
de certaines toxines perfringens A. 


Passini, en 1905, détermine avant et aprés chauffage l’activité léthale 
de différentes cultures perfringens filtrées [55]; il constate que les 
filtrats des cultures effectuées en bouillon glucosé 4 1 ou 2 p. 100 
peuvent contenir une substance toxique, dialysable, supportant sans 
altération appréciable une heure de chauffage 4 60° ou quinze minutes 
d’ébullition ; Campbell [9], en 1909, et Klose, en 1916, obtiennent aussi 
des filtrats thermostables : ces filtrats résistent &4 une heure de chauffage & 
80° [43]. ‘Wassermann en 1918 [74], Kojima [44], Hirayama [37], puis 
Walbum et Reymann [72] mentionnent que le bacille de Welch élabore 
un poison qui tue instantanément les souris injectées par voie veineuse 
et contre lequel les sérums anti-perfringens A sont inefficaces ; Kojima 
(1922) précise que ce composé est dialysable, thermostable 4 100° pen-— 
dant quinze minutes et démontre que sa formation dépend de la teneur 
du bouillon en glucose : d’aprés cet auteur, Welchia perfringens 
engendre ‘cet agent toxique dans les milieux contenant plus de 
0,5 p. 100 de glucose ; dans ceux qui en contiennent moins, le bacille 
élabore une toxine thermolabile détruite en trente minutes 4 70°. 


(*) Note présentée & la Société francaise de Microbiologie, séance du 
7 décembre 1944. t; 


(1) Synon : Cl. welchii ; Cl perfringens, type A. 
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Toutefois, Walbum et Reymann (1933) trouvent que la substance toxique 
a action aigué ne se forme pas en quantités mesurables dans les bouil- 
lons contenant jusqu’a 0,75 p. 100 de glucose ; mais, dans leurs expé- 
riences, les cultures faites en présence de 2,25 p. 100 de glucose con- 
tiennent en proportion considérable un composé non neutralisable par 
les sérums anti-A et qui présente la particularité de tuer 1’animal 
pendant l’injection intraveineuse ou aussitét aprés. Ce composé est 
fréquemment dénommé « pseudotoxine ». 

Les préparations de toxine perfringens A effectuées par Stewart [68] 
en bouillon glucosé a 1 et 2,25 p. 100 sont neutralisées par les sérums 
anti-perfringens, ce qui autorise 4 penser que la souche utilisée par 
cet auteur n’élabore pas de pseudo-toxine. 

Kendall et Schmitt (1926) ont signalé que 66 souches de W. perfrin- 
gens sur 72 produisent en bouillon de viande glucosé une substance 
qui, ajoutée au liquide dans lequel plonge un utérus ou une anse intes- 
tinale isolée, déclenche des contractures analogues 4 celles que provoque 
lhistamine [44] ; Kendall (1927) constate que cette substance aprés 
blocage de la fonction NH2 par le formol ne détermine plus de contrac- 
tions [40]. Kendall et Gebauer (1930) démontrent l’élaboration de 


l’histamine par certaines souches de W. perfringens ensemencées dans —- 


du lait [42]. Shiraishi (1931) obtient dans les cultures de W. perfrin- 
gens en bouillon foie une substance nocive in vivo, stable a 100°, 
dialysable, non spécifique, qui tue rapidement les cobayes injectés dans 
les veines ; l’auteur conclut que l’activité de cette substance ressemble 
beaucoup a celle de Vhistamine [63]. Cette observation permet de 
supposer que la substance étudiée par Shiraishi ou Kojima est analogue 
a celle que Kendall a obtenue avec Schmitt et Gebauer. Adey (1935) 
a aussi signalé ]’existence d’une pseudotoxine non spécifique dans les 
cultures de W. perfringens [1]. 


Constituants spécifiques de la toxine perfringens A. 


Les toxines perfringens analysées par Bull et Pritchett (1917) 
perdent toute nocivité en trente minutes a 70°. De l’ensemble de 
leurs recherches, ces auteurs déduisent que les cultures filtrées de 
Welchia perfringens contiennent avant chauffage deux substances 
noeives, spécifiques, thermolabiles, non dialysables : l’une détruit 
les globules rouges, l’autre posséde des propriétés nécrosantes et 
exerce une action toxique générale [8]. Ces auteurs insistent tout 
particuliérement sur la notion que |’hémolysine n’est pas |’agent 
~ toxique essentiel des filtrats. Plus tard, Benzoni [4] a émis sem- 
blable opinion. 

Henry en 1923 [36] admet aussi qu’il existe deux constituants 
toxiques, spécifiques, dans les cultures perfringens filtrées. Wein- 
berg et Combiesco [76], apres Bull et Pritchett, considérent que le 
constituant nécrosant est responsable des altérations vasculaires 
observées dans Jes foyers hémorragiques que provoque dans divers 
organes l’injection intraveineuse de toxine perfringens. Tzekhno- 
vitzer et Karouth [71] notent les réactions de la peau aprés injec- 
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tions intradermiques de toxine perfringens : nécrose, hyperemie et — 
infiltration. Hs 

En 1928, Dalling, Glenny, Mason et O’Brien [44] utilisent trois 
méthodes pour apprécier ]’activité des sérums anti-A. Ils déter- 
minent l’action anti-hémolytique in vitro, |’action antitoxique glo- 
bale par Ja technique des injections intraveineuses a la souris et le 
pouvoir anti-nécrosant par le procédé des injections intradermiques 
déja mentionné en 1916 par Klose [43] et en 1921 par Glenny et 
Allen [46]. . 

Ayant constaté au cours de leurs premiéres investigations que 
les résultats des titrages in vitro concordent avec ceux des dosages 
in vivo, Dalling, Glenny, Mason et O’Brien pensent qu’un méme 
principe est responsable de leffet hémolytique et des actions 
léthale et nécrosante de la toxine perfringens A employée dans Jes 
titrages. Mason et Glenny [52] effectuant un grand nombre de 
dosages par les méthodes in vitro et in vivo (souris) obtiennent 
des résultats conformes aux précédents et étayent ainsi la thése de 
l’existence d’un seul antigéne dans Ja toxine A. Wilsdon (1931) 
désigne par W l’antigéne de cette toxine [84]; Glenny, Barr, 
Llewellyn-Jones, Dalling et Ross (1933) déduisent aussi de leurs 
recherches que les filtrats quils ont titrés ne renferment qu’un 
antigéne et le désignent par a ; c’est ]’antigéne W de Wilsdon. 

En 1936, Weinberg et Guillaumie [77] considérent que la 
toxine A est plus complexe que ne Jl indiquent Wilsdon, puis 
Glenny et ses collaborateurs. A Ja suite de leurs titrages sur souris, 
Weinberg et Guillaumie désignent par a ]’antigéne léthal essentiel 
de cette toxine, et par b J’antigéne caractéristique du _ bacille 
L. D. de Dalling et concluent que la toxine perfringens du 
bacille de Welch contient les antigénes a et b (b en trés petite 
quantité). 

Prigge (1936-1937) utilise comme souche de Welchia perfringens 
la souche A 52 P et met en évidence que les cultures trés hémo- 
lytiques de cette souche contiennent en quantité abondante deux 
agents toxiques [57, 58]. Cet auteur désigne Vhémolysine par « 
et par € un constituant auque] il attribue principalement l’action 
léthale des cultures filtrées. Faisons observer en passant que la 
conception de Prigge sur lactivité relative des antigénes élaborés 
par Welchia perfringens concorde avec celle de Bull et Pritchett. 
Faisons remarquer aussi que l’antigéne ¢ de Prigge correspond 
a ’antigéne a de Glenny, Barr, Llewellyn-Jones, Dalling et Rosé. 
En effet, Ipsen, Llewellyn-Smith et Sordelli [89] ont signalé que 
des toxines peu hémolytiques préparées par Prigge produisent 
dans le derme une nécrose typique et insisté sur le fait que les 
déterminations de l’activité léthale et de V’action nécrosante d’un 
mélange de sérum et de toxine fournissent des résultats concor- 
dants : une unité antitoxique de sérum anti-perfringens neutralise 
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la méme quantité de toxine d’aprés les titrages effectués par voles 
veineuse et intradermique. 

Rappelons que l’on désigne par L+ le poids de toxine qui 
additionné d’une unité antitoxique de sérum étalon tue environ 
la moitié des souris de 17 A 20 g. auxquelles un tel mélange est 
injecté par voie veineuse ; on indique par LN le poids de toxine 
qui mélangé 4 une unité d’antitoxine perfringens provoque en 
injection intradermique (cobayes) une nécrose de 5 x 5 mm. 
Lorsqu’une toxine contient en prédominance l’antigéne nécrosant a, 
le rapport des doses LN et ‘L+ est voisin de l’unité. 

Aprés les. travaux de Prigge, différents expérimentateurs de 
divers pays ont ulilisé les lettres a et ¢ pour désigner les deux 
antigénes caractéristiques de la toxine perfringens définis par cet 
auteur [57, 83, 18, 38, 42, 45, 48]. Des publications qui viennent 
d’étre portées a notre connaissance [85 et 49] montrent que les 
auteurs anglais considérent aussi. a présent que la toxine perfrin- 
gens A contient fréquemment deux antigénes essentiels, mais ces 
auteurs n’adhérent pas 4 la nomenclature de Prigge. Dans les 
articles anglais, l’antigéne léthal, nécrosant et hémolytique de la 
toxine perfringens est désigné par a et la deuxiéme hémolysine 
par 8. Cette hémolysine correspond a celle que Prigge a appelée a. 
De l’ensemble de ces faits, il ressort donc que, suivant les auteurs, 
l’antigéne nécrosant de la toxine perfringens est désigné par a 
(depuis 1933) ou par ¢ (depuis 1936) ; Phémolysine qui existe sou- 
vent en grande quantité dans les cultures perfringens est désignée 
par a (depuis 1936, Prigge) ou par 9 (depuis 1941). Ces doubles 
dénominations sont évidemment facheuses. Comme il convient de 
conserver 4 a la premiére attribution qui lui a été faite, nous dési- 
gnerons par a, dans l’exposé qui va suivre, |’antigéne léthal et 


nécrosant étudié en 1933 par Glenny, Barr, Llewellyn-Jones, Dal-. 


ling et Ross [17]; nous adopterons l’appellation 6 pour l’hémo- 
lysine élaborée en abondance par Welchia perfringens. 

A partir de 1936, M. Weinberg et.M. Guillaumie ont exposé les 
résultats de leurs recherches sur l’activité de la toxine perfrin- 
gens A et leurs observations sur le dosage des sérums anti-A. En 
poursuivant ces recherches avec de nombreux échantillons de 
toxine préparés avec la souche Lechien dans du bouillon Vf glu- 
cosé a 1 p. 1.000 [78, 79, 20, 21], nous avons bien établi les f[aits 
suivants : 

1° La dose-test L+ d’une toxine dépend souvent beaucoup du 
sérum étalon anti-A employé dans le dosage sur souris par voie 
veineuse (2) ; inversement, le titre anlitoxique d’un méme sérum 


(2) Voici 3 exemples de résultats discordants et 3 exemples de résultats 
concordants [20] obtenus sur souris. a) Résultats discordants : le sérum 
étalon danois neutralise 1,3 mg. de toxine E,, ; le sérum étalon. fran- 
cais St, neutralise 0,75 mg. de cette toxine ; le premier étalon neutralise 
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anti-A peut varier considérablement avec |’échantillon de toxine A 
utilisé dans les titrages sur souris (3). ~ cnet Siw abe: 
2° L’activité hémolytique des toxines et le titre anti-hémolytique _ 
i des sérums étudiés n’expliquent pas la diversité des résultats sur 
souris. Meee ie a 
Ces données ont permis de conclure que les toxines élaborées ai 
dans du bouillon Vf par la souche Lechien renferment en dehors 
de l’hémolysine 6 et de V'agent nécrosant « des quantités impor-— 
antes d’un autre antigéne trés nocif en injection tntraveineuse ; 
Ipsen et Davoli [88] l’ont désigné par 7. D’aprés ces auteurs, — 
l’antigéne 4 est dépourvu de propriétés hémolytiques et nécro- 
santes ; il n’apparait pas dans Je bouillon de Walbum et Reymann 
ensemencé avec la souche Lechien ou avec la souche SS. Guillau- 


~y 


1,9 mg. de toxine E,, et le deuxitme 1,3 mg. seulement ; l’étalon danois 
neutralise 1,7 mg. de toxine P,, et l’étalon St, en neutralise 0,65 mg. 

b) Résultats concordants : les 2 sérums étalons neutralisent l'un et 
l’autre, 1,2 mg. de toxine E,, ; 2,6 mg. de toxine E,, ; 1,5 mg. de 
toxine E,,. De ces résultats concordants nous n’avons pas conclu que_ 
les 2 étalons étaient identiques car les résultats discordants mentionnés 
ci-dessus indiquent incontestablement que les 2 étalons ne sont pas 
équivalents. 

Au cours de recherches similaires effectuées en 1936-1938, nous avions 
constaté que l’activité de ]’étalon St, était comparable a celle de 1’étalon 
danois vis-a-vis de certaines toxines, E,, et E,, par exemple, et .ne 
l’était pas vis-a-vis des toxines E,, E,,, E,,;, E,,. Nous avions conclu 
que les 2 sérums étalons étaient différents [79]. 

Les 3sérums étalons étudiés sont anti-nécrosants et anti-hémolytiques, 
mais ils ne contiennent sirement pas dans les mémes proportions les 
anticorps correspondant aux antigénes des toxines complexes E,, E,,, 
E,y Exo, dune part, EB... E,3, -P,, °d autre) part. Dés olor.) ame 
déduction pratique s’impose : pour déterminer si des sérums étalons— 
sont identiques dans leurs propriétés essentielles, il est nécessaire de 
comparer simultanément leur action antitoxique in vivo et anti-hémoly- 
tique in vitro et d’utiliser pour cela les toxines de constitution simple 
préparées couramment (toxines contenant en prédominance l’antigéne 
nécrosant q ou l’hémolysine 9) et, en outre, des toxines complexes 
riches en antigéne y tant qu’on ne disposera pas d’une toxine 7 pure. 
Il conviendrait en outre de préciser leur teneur en antiferments. 

Rappelons que Hartley (1931), Prigge (1936-1937), Ipsen (1939) ont 
titré des sérums étalons en présence de toxines de composition simple, 
a facteur, 9, prédominant. ; 

(3) Ces observations, en contradiction formelle avec les assertions 
formulées en 1981 sur le dosage des sérums anti-perfringens [33 a], ont 
suscité de nombreux contréles : en 1938, Madsen a proposé, ainsi que — 
1 le signalent Ipsen, Llewellyn-Smith et Sordelli [39], que le titrage de 
es différents sérums et toxines soit entrepris dans divers. laboratoires. 
Naas Rappelons que Ipsen et Davoli [38] ont obtenu des résultats conformes 
3 aux ndtres au cours des titrages effectués avec plusieurs échantillons 
de toxine perfringens préparés avec la souche Lechien. 
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mie, Kreguer et Fabre ont ensuite fait les observations suivantes : eg 

1° La souche danoise SS et la souche allemande A 100 P, de 
méme que la souche francaise. Lechien, sécrétent l’antigéne » dans 
le bouillon Vf [28] : cet antigéne est aussi élaboré par W. per- 
fringens dans les digestions chlorhydropepsiques de foie ou de 
placenta [30]. 

2° Le précipité toxique riche en antigénes a, 9, » obtenu en 
ajoutant du sulfate neutre d’ammonium aux cultures perfringens 
centrifugées est légerement toxique apres l’avoir chauffé, a pH 6, 
pendant cing minutes a 70° mais il perd, a pH 6, toute activité 
biologique au cours d’un chauffage de cing minutes dans un bain- 
marie a 100° ; a pH 7,6, la solution du précipité dans l’eau 
physiologique est encore toxique aprés quinze et trente minutes 
de chauffage 4 100°, mais aprés soixante minutes a 100°, elle ne 
Vest plus (expériences avec une solution initiale a 100 D. M. par 
centimétre cube ; titrages sur souris, veines). 

3° Dans le Hoilion Vf additionné de fragments de foie cuit, la 
souche SS n’engendre en quantité em adelben que |’antigéne nécro- 
sant « [27, 29]. 

Ainsi, suivant le milieu nutritif employé, une culture de W. per- 
fringens peut contenir en quantité abondante l’antigéne « ou les 
antigénes a et 9 ou bien les 3 antigénes spécifiques et thermola- 
biles 2, 9, », en méme temps que divers ferments que nous signa- 
lerons plus loin. Nous nous basons sur ces données lorsque nous 
préparons des toxines destinées au titrage des sérums anti-perfrin- 
gens ou a ]’immunisation des chevaux. 

En 1937, l’une de nous écrivait avec M. Weinberg que les résul- cag 


tats du titrage d’un sérum anti-perfringens devraient indiquer le Lis 
taux des divers anticorps du sérum, mais ajoutions-nous cela ne oe 
sera guére possible que lorsqu’on aura dissocié les constituants des i 


toxines [78]. D’aprés les faits que nous venons de signaler, ]’ad- ei 
dition de fragments de foie au bouillon Vf nous permet d’inhiber Rte 
la production des antigénes vet 4 et par suite d’obtenir des toxines ee 
a facteur a dominant, utilisables pour la détermination du titre } 
anti-g des sérums (titrages sur souris). 

Précédemment nous avons étudié, d’une part, les variations de 
l’activité hémolytique des toxines complexes conservées dans diffé- 
rentes conditions, et, d’autre part, l’action du Ca et de divers pant) 
réducteurs sur les toxines dont le pouvoir lytique avait baissé pe 
-spontanément au cours de la conservation [34]. Les résultats : eae 
obtenus ont montré que le Ca restaure intégralement ]’effet hémo- . Hie 
lytique d’une partie seulement des toxines qui sont totalement ‘ 
activables par la cystéine. L’effet activateur du Ca est done moins 
constant que celui de la cystéine. Ce fait montre que dans certaines 
conditions seulement le Ca peut rétablir V'activité de ’hémolysine 9 
devenue inactive pendant le vieillissement. Dans une autre série 


— 
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: : . ; 
d’expériences nous avons mis en évidence que le Ca n’augmente 


pas non plus le titre hémolytique de toutes les toxines atténuées — 


par la chaleur. Actuellement, le mécanisme de l’activation par le 
Ca reste indéterminé. 

Au cours de nos recherches sur les propriétés hémolytiques des 
toxines perfringens complexes portées a différentes tempéra- 
tures [34, 32, 33], nous avons examiné parallélement les variations 


de l’activité léthale de ces toxines chauffées ; précisons ici que ces - 


expériences ont été faites avec des toxines liquides centrifugées. 


ACTION DE LA CHALEUR SUR LES TOXINES perfringens COMPLEXES. 


Nous avons chauffé a différentes températures des toxines éla- — 


borées par les souches Lechien, SS ou A 100 P dans des bouillons 
Vf glucosés 4 1 p. 1.000 ; nous avons utilisé des toxines centrifu- 
gées, préparées depuis un a trois jours ou depuis un a cing mois. 
Nous avons aussi chauffé des toxines formolées a 2 p. 1.000 depuis 
deux et trois mois. Au cours des divers chauffages, les toxines 
centrifugées deviennent souvent plus ou moins opalescentes. Les 
titrages sont effectués in vivo et in vitro, avant et aprés chauffage ; 
nous exprimons en doses mortelles (D. M.) par centimétre cube 
Vaction léthale des toxines déterminée sur souris de 17 a 20 g. 
' (veines). 

Rappelons briévement les conditions expérimentales : les toxines, 
par quantités de 3,5 c.c., sont réparties dans des tubes en verre 
mince de 14 mm. de diamétre intérieur, puis plongées, pendant un 
nombre de minutes que nous indiquons au cours de |’exposé, dans 
des bains-marie 4 température constante. Les toxines atteignent 
rapidement la température du bain : ainsi, en soixante secondes, 
la toxine d’un tube immergé dans un bain-marie en ébullition 
s’éléve a la température de 100°. 


ToXINES FRAICHEMENT PREPAREES. — 18 toxines (pH 6,8 a 7,1) 
sont portées 4 60°, 12 a 70° et 32 a 100°. La plupart contiennent 
avant tout chauffage 30 a 60 D. M. et 1.000 4 3.000 D. H. par 
centimétre cube ; plusieurs renferment 90 a 120 D. M. par centi- 
métre cube (tableau I). Aprés cinq minutes de chauffage dans un 
bain-marie 4 60°, 11 toxines sur 18 ne tuent pas la souris a la dose 
de 0,5 c. c.; 7 restent toxiques ; un chauffage de trente minutes A 60° 
supprime leur nocivité ; aprés cing minutessdans un bain-marie 
a 70°, 6 de ces préparations ne sont plus toxiques, une contient 

2 a5 D.M. par centimétre cube. Aprés cinq minutes a 100°, 
' 4 toxines sur 82 perdent leur nocivité, 28 sont mortelles pour la 
souris ; 4 contiennent alors 35 et 30 D. M. par centimétre cube, 

* contiennent 20 D. M., une, 15; 5 en renferment 10 et les autres 
2.45 ou 5 a 10 par centimétre cube. Le calcul indique que l’acti- 
vité de ces 28 toxines chauffées pendant cinq minutes dans un 
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bam-marie 4 100° atteint 10 4 50 p. 100 de J’activité initiale. 
Rappelons que |’activité in vitro des toxines nocives in vivo. aprés 
un tel chauffage ne dépasse pas dans nos expériences le titre de 
30 D. H. par centimetre cube. 

Nous avons chautfé 9 toxines pendant cing, quinze et soixante 
minutes 4 100°. Nocives aprés cing minutes de chauflage, elles ne 
’étaient plus aprés soixante minutes; mais 6 étaient encore 
nocives aprés quinze minutes : elles contenaient, par centimétre 
cube, 2485 o0u5 D.M., et 3 titraient encore 2 D. M. par centimetre 
cube aprés trente minutes a 100°. 

En confrontant l’action léthale des mémes toxines, maintenues 
simultanément pendant cinq minutes dans des bains a 70 ou 100°, 

nous avons constaté que 11 toxines étaient nocives in vivo aprés 
chautfage a 100°, alors qu’elles ne l’étaient pas Aa la dose de 
0,5 c. c. aprés chauffage 4 70°. Nous en donnons les exemples 
dans le tableau I. Ainsi “la toxine III du 9 aout 1944, dont le titre 
avant tout chauffage est de 90 D. M. par centimétre cube, contient 
35 D. M. aprés cing minutes de séjour dans un bain-marie a 100° — 
et ne tue pas les souris a la dose de 0,5 c. c» aprés cing minutes 
a 70°. 


TasteAu I. — Action de la chaleur sur le titre léthal, exprimé en 
doses mortelles (D. M.) par centimétre cube, de différents échan- 
_ tillons de toxine perfringens fraichement préparés. 


TITRE DE LA TOXINE 
be chauffée pendant : 
de la 
a toxine i 
Ms : : minutes 
TOXINE perfringens nie 3 erronies 3 Be aah 4 Tos 
chemise bain-marie | bain-marie 5 ated 
(D. M. ues & 400° 4 100° 
(D. M. (D. M. 
Dare.) par c.c.) par c.c.) a bee 
SefUlet AO L3 eo Fonseca cateh «ote 40 <2 
49 octobre 1943. . . 1... ... 30 a 40 ZEN 2a 5 
Idu 4janvier 1944... 2. ... 20 a 30 2a 5 
DI RTAMVICT AONE fond Me wine eos 60 <2 20 
RECS U OP AGEE OP ee 8 jars 30 a 40 <a D, 2a5 
Adu 45 février 1944. ... .. 30 5 a 10 
Od tS février 1944". 20. 50 5 a 10 
Waae2 AOL opr sea 50 & 60 uD, 10 5 
Ildu2juini944........ 4() <2 10 
Wilga@uy our OMe ie tue als o> 30 <2 5 
CidurZ- juillet A9s4eoe 50 40 
Ikdu (juillet A922, 30 15 5 
Ill du 14 juillet 1944. ..... 50 <2 20 10 
PEAR SA OU Eas ee iio ays 90 <2 35 20 
120 aD, 35 
400 <i? 30 
90 <2 5 a 40 
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Apres ajustage 4 pH 7,5, par addition de soude, 4 toxines se 
sont moins atténuées en cing minutes 4 100° qu’avant alcalinisa- 
tion (souris, veines). Exemple : une toxine de pH 6,85 contient 
avant chauffage 50 D. M. par centimétre cube et aprés cing minutes 
a4 100°: 10 D. M. par centimétre cube ; aprés ajustage a pH 745: 
et chauffage & 100° pendant cinq minutes elle en contient 20. 

Ces observations nous ont engagées a déterminer le pH des 
toxines aprés cing minutes de chauffage dans des bains-marie a _ 
70 ou 100°. Les résultats du tableau IL indiquent que les toxines 
chauffées a 100° sont généralement plus alcalines que les toxines 
portées a 70°. ; 

Les trois derniéres toxines qui figurent dans le tableau II ne 
sont pas nocives pour la souris, 4 la dose de 0,5 c. c., apres 
chauffage a 70° ; aprés chauffage 4 100°, elles contiennent respec- 
tivement 10, 10 et 5 D. M. par centimétre cube ; non hémolytiques 
aprés chauffage 4 70°, elles contiennent 15 4 25 D. H. par centi- 
métre cube aprés chauffage 4 100°. Comme nos autres toxines 
léthales aprés un chauffage de cing minutes 4 100°, elles déter- 
minent une réaction nécrotique en injection intradermique ; elles 
sont spécifiquement neutralisées par les sérums anti-perfringens 
employés a faible dose. Ces faits révélent l’existence de l’antigéne 
nécrosant a dans ces toxines chauffées faiblement hémolytiques. 
Aprés avoir fait ces constatations nous avons mis en évidence que 
-des toxines légérement acides ou neutres avant le chauffage et qui 
perdent en cing minutes a 70° leur action léthale ainsi que leurs 
propriétés hémolytique et nécrosante, redeviennent généralement 
nocives in vivo, hémotoxiques in vitro et dermo-nécrosantes, lors- 


qu'on leur fait ensuite subir un chauffage de cing minutes dans un 
bain-marie a 100°. 


Tasteau Il. — pH de différentes préparations de toxine perfringens . 
- avant et aprés chauffage, pendant cing minutes, dans des bains- me 
marie 4 la température de 70 ou 100°. . ; 


pH pH 


5 Ay H vag 
TOXINE perfringens auant HR es ek ate mht a ape yy j 


——————— 


C du 7 septembre 1944 


} V du 4 janvier 1944 . 
| I du 48 avril 1944 


I du 2 juin 1944 
Il du 2 juin 1944 
Tl] du 2 juin 1944 


Exemple : Titre de la toxine I du 2 jui i é : 
en juin 1944 aussit6t aprés la prépa- 
ration : 50 4 60 D. M. et 2.500 D. H. par centimétre cube ; aprés cinq 
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minutes dans un bain-marie a 70° : l’action 'léthale, hémolytique et 
dermo-nécrosante a disparu ; aprés cing minutes dans un bain-marie A 
100°, la toxine contient 10 D. M. et 14 D. H. par centimétre cube et 
détermine une forte nécrose dermique & la dose de 0,1 c.c. ; aprés 
un chauffage de cing minutes dans un bain-marie a 70° suivi d’un 
chauffage de cinq minutes dans un bain-marie 4 100°, la toxine contient 
5 D.M., 14 D.H. par centimétre cube et produit une réaction dermo- 
nécrotique nette & la dose de 0,2 c. c. ; 


Aprés avoir constaté que les toxines perdent leur nocivité en cing 
minutes a 70°, nous avons recherché si l’action léthale des toxines 
maintenues pendant cing minutes dans un bain-marie a 100° serait 
totalement annulée au cours d’un chauffage consécutif de cing 
minutes a 70°. Tel n’a pas été le cas au cours des deux essais que 
nous avons réalisés ; la nocivité a été diminuée mais non suppri- 
mée. Voici un exemple : Avant le chauffage, la toxine contient 
100 D. M. par centimétre cube ; aprés cing minutes a 70° elle ne 
tue pas ala dose de 0,5 c. c. Aprés cing minutes a 100°, elle con- 
tient 20 D. M. par centimétre cube ; aprés deux chauffages, le 
premier 4 100° et le deuxiéme 4 70°, la toxine contient 5410 D. M. 
par centimétre cube. ; 

En poursuivant nos investigations, il nous a été donné de titrer 
2 toxines trés dermo-nécrosantes aprés cing minutes 4 100° et pos- 
sédant, aprés ce chauffage, ]’une 15 D. M. par centimétre cube 
et lautre 20 ; en injection intradermique au cobaye, elles ont pro- 
voqué, a la dose de 0,05 c. c., une nécrose de 5x5 mm. environ ; 
d’aprés Jes dosages in vitro, en présence d’eau physiologique, elles 
ne contenaient que 1 et 5 D. H. par centimétre cube ; la cystéine 
ou le calcium n’ont pas sensiblement renforcé cette activité minime. 
Une autre toxine contenait, par centimétre cube, aprés cing minutes 
dans un bain-marie 4 100°, 6 D. H. et 10 D. M.; elle était tres dermo- 
nécrosante. Ces faits incitent a penser, d’une part, que |’antigéne 
nécrosant a des toxines chauffées 4 100° n’est pas hémotoxique ou 


- Test trés peu, et, d’autre part, que l’hémolysine 6 doit exister dans 


les toxines nettement hémolytiques aprés chauffage a 100°. Si de 
nouveaux résultats étayent ces hypothéses, il y aura lieu de 
rechercher si ]’antigéne o des toxines non chauffées exerce vrai- 
ment un effet hémotoxique in vitro, et si la faible action hémo- 
lytique qui lui est attribuée actuellement [89, 12] n’est pas due a 
de petites quantités d’hémolysine 9. 


ToxINES PREPAREES DEPUIS UN A CINQ MoIs. — Titrage in vivo de 
25 toxines dont le pH varie entre 7,2 et 7,5. Le chauffage les 
atténue moins que les toxines fraichement préparées. Sauf dans 
deux cas, les toxines chauffées dans des bains-marie 4 60 ou 70° 
pendant cinq minutes sont moins nocives que les mémes toxines 
chauffées pendant cing minutes dans un bain-marie a 100°. 
L’examen du tableau III dans lequel nous indiquons le titre de 
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15 toxines maintenues, un a cing mois aprés leur préparativn, 
pendant cinq minutes dans des bains-marie 4 différentes tempéra- 
tures, permet en effet de constater que 10 toxines apres cing 
minutes 4 70° contiennent 2 4 15 D. M. par centimétre cube et de 
se rendre nettement compte que 8 toxines sont moins nocives 
apres ce chauffage 4 70° qu’aprés le chauffage 4 100°. ! 


T pieau IU. — Action de la chaleur sur le titre léthal, exprimé en ae 
D. M. par centimétre cube, de différents échantillons de toxine Dy! 
- perfringens préparés depuis un certain temps. et a 


TOXINES PREPAREES DEPUIS 1 A 5 MOIS; 
TITRE titre léthal déterminé : 


de 


la toxine Aprés chauffage pendant 5 minutes 


: np fraichement dans des bains-marie 
TOXINE perfringens préparée ] a la température de : 


70° 80° 100° 


(D.M. | (D.M. | (DM. | (DM. 
par c.c.)| par c.c.)| par c.c.)] par c.c.) 


juillet 1943 
du 7 septembre 1943. 
du 7 septembre 1943 


8 
B 
C 
A du 414 septembre 1943. 
C du 14 septembre 1943. 
1 


1 dui4 septembre 1943. 

D du 24 septembre 1943. 

B du 9 octobre 1943 . . 

I du 4 janvier 1944. . .{ 20-30 
4e" février 1944 30-40 
A du 15 février 1944. .} 30 

I du 2 juin 1944... .| 5060 
II du 2 juin 1944... .| 30° 
C du 4 juillet 1944. . .| 50 

D du 4 juillet 1944. . .| 20-30 


Huit toxines préparées depuis plusieurs mois, contenant alors 
15 ou 20 D. M. et 25 4 140 D.H. par centimétre cube, sont 
chauffées pendant cinq minutes 4 100° et titrées in vitro aprés 
Beet: . avoir déterminé leur titre in vivo. Le chauffage diminue leur action 
BN léthale et leur activité hémolytique. Les déterminations montrent, 
‘a qu’apres le chauffage, l’une des toxines contient 100 D. H. et 
ah. 10 D. M., une autre 20 D. H. et 15 D. M. et deux autres : 5 D. H. 
et 10 D.M. par centimétre cube. Rappelons qu’en présence de 
cystéine (1 pour 1.000), ces toxines chauffées titrent respectivement 
ie 100, 20, 110 et 140 D. H. par centimétre cube; la cystéine accentue 

: done I’activité hémolytique des deux derniéres et ne modifie pas 

celle des deux premiéres ; avant le chauffage, la deuxiéme contenait 

: 20 D. M. et 50 D. H. par centimetre cube en Vabsence de cystéine 
a et 2.000 D. H. aprés activation par la cystéine. 
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En recherchant l’action sur le derme des toxines chauffées 
contenant 5 D. H. par centimétre cube et 10 D. M. avant addition 
de cystéine, nous avons observé qu’elles produisaient une forte 
nécrose. Ces toxines chauffées pendant cinq minutes. 4 100° long- 
temps aprés leur préparation contiennent donc l’antigéne nécro- 
sant «a tout comme les toxines ayant subi la méme élévation de 
température aussit6t aprés leur préparation. 

En acidifiant, avant le chauffage, 4 toxines préparées depuis 
trois mois, nous avons augmenté leur labilité a 100° ; ce fait, ainsi 


que, le phénoméne contraire que nous avons observé aprés alcali- 


nisation de 4 toxines fraichement préparées, montre que le pH 
affecte la thermorésistance des toxines ; mais le pH n’est que |’un 
des facteurs qui conditionne |’activité d’une toxine donnée, sou- 
mise au chauffage. Les observations suivantes révélent que des 
changements, dont la nature est a préciser, se produisent au sein 
des toxines pendant le vieillissement et que ces changements 
influencent appréciablement l’activité des toxines chauffées ; voici 
ces observations : a) une toxine préparée depuis deux mois, dont 
le pH est resté constant et égal 4 6 pendant la conservation, est 
moins atténuée par le chauffage a 100° pendant cinq minutes 
qu’aussitot aprés sa préparation (titrages sur souris, veines) ; 
b) aussit6t aprés sa préparation, une autre toxine (pH 7) contient 
40 DB. M. par centimetre cube et aprés cing minutes de chauffage 
dans un bain-marie a 70° elle n’est plus:nocive in vivo & la dose 
de 0,5 c. c. Aprés quarante-cing jours de conservation a 2°, le 
pH de la toxine non chauffée est de 7,6 et elle titre 20 D. M. par 
centimétre cube; cette toxine est alors chauffée pendant cing 
minutes 4 70°, soit A pH 7,6, soit aprés ajustage 4 pH 7; dans 
Vun et l’autre cas, elle est trés nocive aprés ce chauffage puis- 
qu’elle titre alors entre 10 et 15 D.M. par centimétre cube. Ce 
résultat montre nettement qu’en dehors de la variation de pH 
signalée et de la transformation partielle des antigénes en toxoides, 
d’autres changements ont eu lieu pendant Ja conservation de la 
toxine. I] est possible que les antigénes léthaux subissent pendant 
la conservation des modifications physico-chimiques qui augmen- 
tent leur résistance au chauffage. I] est possible aussi que les toxines 
fraichement préparées contiennent des substances inhibitrices qui 
masquent l’action de petites quantités d’antigénes léthaux et que 
pendant le vieillissement ces substances s’atténuent progressivement, 
comme c’est le cas pour les divers antigénes présents dans les 
toxines. Si l’on admet l’existence des substances inhibitrices et leur 
diminution progressive, les toxines préparées depuis un certain 
temps contiendront moins de ces substances que les toxines fraiche- 
ment préparées ; cette hypothése permettra alors d’interpréter en 
partie le fait que les toxines chauffées aprés conservation sont plus 
nocives que les toxines chauffées aussitét aprés la préparation. 
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oer Ke le 
Nous avons signalé précédemment que le chauffage a 100° 
modifie plus ou moins le titre et le pH des toxines portées pen- 
dant cing minutes dans un bain-marie a cette température : un tel 
chauffage diminue J’intensité des propriétés hémolytiques et 
léthales des toxines, et, ainsi que nous le verrons plus loin, i] 
affaiblit l’activité enzymatique; iJ produit vraisemblablement 
d’autres changements. Au cours de nos investigations sur la ther- 
morésistance de la toxine perfringens centrifugée, nous avons, en 
‘effet noté le fait intéressant suivant: une toxine contenant 20 4 30 
D. M. par centimétre cube aussitot aprés sa préparation est conser- 
vée 4 2° pendant un mois; au bout de ce temps elle n’est plus nocive 
pour la souris 4 la dose de 0,5 c. c. et elle n’est pas dermo-nécro- 
sante ; elle est alors chauffée pendant cinq minutes dans un bain- 
marie a 100° et l’on constate que cette toxine, portée a |’ ébullition 
et refroidie, tue les souris non seulement a Ja dose de 0,5 c¢. c. 
mais aussi a la dose de 0,2 c. c. ; en injection intradermique, elle 
provoque une réaction nécrotique ; elle est neutralisée par les 
sérums anti-perfringens. Le chauffage 4 100° a donc régénéré les 
propriétés canactéristiques de cette toxine. Cette observation est 
a rapprocher de celles que nous avons faites, d’une part, lorsque 
nous avons comparé le titre léthal des toxines chauffées a 70° et 
100°, d’autre part, lorsque nous avons porté pendant cing 
an minutes a 100° des toxines déja chauffées a 70°. Rappelons ce 
dernier fait: des toxines fraichement préparées, qui viennent 
d’étre dépouillées de leur activité léthale, hémolytique et nécro- 
sante par un chauffage de cing minutes dans un bain-marie a 70° 
récupérent ces diverses activités pendant un chauffage consécutif 
de cing minutes dans un bain-marie 4 100°. Quelle est la nature 
des transformations subies par Ja toxine a la température d’ébul- 
lition? Actuellement, nous ne pouvons que formuler des hypo- 
théses a ce sujet. Le chauffage 4 100° supprime peut-étre des subs- 
tances qui inhibaient |’action Jéthale des principes nocifs de la 
toxine perfringens ou peut-étre libére des toxines a partir d’une 
prétoxine ou d’un toxoide présents dans le liquide soumis au 
chauffage. Quoi qu’il en soit, le double phénoméne que nous 
signalons — labilité des antigénes de la toxine perfringens main- 
tenue pendant cinq minutes dans un bain-marie a la température 
de 70°, régénération partielle des mémes antigénes, en cing 
minutes, a la température de 100° — est A mettre en paralléle 
avec les résultats notés par Durieux [45] au cours de ses 
recherches sur ]a sucrase de la levure. Cet auteur a signalé que la 
sucrase de la levure, diastase thermolabile, est thermostable dans 
certaines circonstances. 
Gabriel Bertrand et M. Rosenblatt, aprés avoir: contrélé les 
résultats de Durieux et désigné le phénoméne sous le nom de 
thermorégénération des diastases [6] ont recherché si d’autres 
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enzymes se comportaient comme la sucrase. Mais en expérimen- 


tant avec la laccase et la maltase de la levure, ces auteurs [7] ont 
constaté que ces deux diastases n’étaient pas régénérées aux tempé- 
ratures de 90 ou 100° aprés avoir été détruites par une minute 
de chauffage 4 60, 65 ou 70°. De sorte que le phénoméne de la 
thermorégénération de la sucrase n’apparaissait pas générali- 
sable. Nos résultats sur la thermorégénération des antigénes de 
la toxine perfringens centrifugée n’en sont que plus frappants. 


TOXINES FORMOLEES. — Deux et trois mois aprés addition de 
2 p. 1.000 de formol, les 5 toxines étudiées contiennent 2 a 10 D. M. 
et 15 420 D. H. par centimétre cube. Elles sont dermo-nécrosantes 
et neutralisables par les sérums anti-perfringens. Aprés cing 
minutes dans un bain-marie 4 100°, 2 préparations perdent toute 
nocivité, 3 contiennent encore 2 D. M. par centimetre. cube. 


Toxines FILTREES. — La filtration sur. bougie Chamberland 


-modifie la thermo-stabilité de la toxine perfringens. Cette donnée 


est tirée de |’observation suivante : deux préparations de toxine 
perfringens centrifugées sont chauffées telles qu’elles et aprés filtra- 
tion sur bougie L3. Les échantillons de toxine centrifugée perdent 
toute nocivité en cing minutes a 70° ; par contre, les 2 échantillons 


de toxine filtrée contiennent respectivement 10 et 20 D. M. par 


centimétre cube aprés cinq minutes 4 70°. Avant tout chauffage, 
la premiére de ces toxines contenait : 100 D. M. par centimétre 
cube aussit6t aprés la centrifugation et 50 D. M. aprés filtration. 
La filtration a donc considérablement diminué la nocivité de cette 


_toxine et complétement modifié son comportement vis-a-vis de la 


chaleur. Fait intéressant a signaler, la filtration n’a pas modifié 
le titre lécithinasique de cette toxine; s'il est exact que | effet 
lécithinasique est produit par l’antigéne « on peut dés lors penser, 
pour expliquer la faiblesse du titre léthal de la toxine filtrée, que 
la filtration sur bougie L3 a:considérablement diminué la teneur 
en antigéne 7 de la toxine examinée, puis supposer que l’anti- 
géne 7 influence la thermorésistance des toxines a 70°. 

En résumé, si l’on soumet 4A l’action de la chaleur des toxines 
perfringens centrifugées, fraichement préparées, de pH 6,8 a 7,1, 
on constate qu’elles ne sont généralement pas nocives pour la sou- 
ris, a la dose de 0,5c. c., aprés avoir séjourné pendant cing minutes 
dans un bain-marie 470° et qu’elles ne sont plus hémolytiques aprés 
une telle élévation de température ; par contre, elles contiennent, 
apres cing minutes de chauffage dans un bain-marie a 100°, 2 a 
35 D. M. et, en général, 3 a 30 D. H. par centimétre cube (4). Les 


(4) Nous avons étudié l’action de la chaleur sur 8 échantillons de 
toxine vibrion septique, pH 5,3 ou 5,4, contenant 100 a 800 D. M. par 
centimetre cube (souris, veines), sur 6 échantillons de toxine histo- 
lytique, pH 7,1 a 7,4, titrant 100 4 200 D.M. par centimétre cube 
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molabiles que les toxines fraichement préparées ; les variations 


conditionnent en partie ce phénoméne ; mais, pendant le vieillis- 
sement, les toxines subissent d’autres transformations que celles 
enregistrées par les déterminations du pH, de l’action léthale et 
des propriétés hémolytiques et nécrosantes ; ces transformations 
de nature encore indéterminée influencent aussi le titre des toxines 
soumises au chauffage. Les toxines formolées a 2 p. 1.000 depuis 
quelques mois sont fréquemment nocives aprés cing minutes de 
chauffage 4 100°. La filtration sur bougie influence aussi la ther-. 
mostabilité de la toxine perfringens. 

Les toxines nocives in vivo aprés chauffage 4 100° contiennent 
l’antigene dermonécrosant a; apres avoir observé ce fait, nous 
avons fait agir de telles toxines sur du sérum humain et examiné 
comparativement l’effet des toxines chauffées 4 70°. Nous expo- 
sons nos résultats dans le chapitre suivant réservé a l'étude de 
l’activité enzymatique de la toxine perfringens. 


, 


Activité enzymatique de la toxine perfringens A. 


Welchia perfringens élabore, au cours de son développe- 
ment, de multiples ferments dont l’action est inhibée par les 
sérums anti-perfringens. Nous allons examiner briévement les pro- 
priétés protéolytiques de la toxine perfringens ; ]’action destruc- 
tive des cultures sur les substances spécifiques des groupes san- 
guins (ferment anti-groupal) ; l’effet perméabilisant de la toxine 


variait entre 12.000 et 20.000 D. M. par centimétre cube (souris, injec- 
tions sous-cutanées). 

Les toxines du vibrion septique ont été chauffées telles quelles ou 
aprés addition de soude. Chauffées jelles quelles, elles ont toutes perdu 
leur nocivité en cinq minutes 4 100° ; chauffées pendant cing minutes 
‘' 100° aprés Ies avoir additionnées de soude pour les amener 3 
pH 6,9, 7 ou 7,1, elles ne sont pas toutes détruites ; en effet, aprés ce 
chauffage, 4 ne sont plus nocives; mais 4 contiennent encore 2 A 5 


toxine vibrion septique est donc moins thermolabile qu’en réaction 
franchement acide. 

Les toxines du Cl. histolylicum ont été chauffées telles quelles : 3 ont 
perdu leur nocivité en cing minutes 4 100° ; 2 ont titré 2 4 5 D. M. 
et une toxine 2 D. M. par centimétre cube aprés un tel chauffage. Aprés 
cimq minutes 4 la température de 70°, elles n’étaient pas nocives a la 
Gose de 0,5 c. c. 

Les 5 toxines cedematiens ont été chauffées telles quelles : leur nocivité 
é été abolie en cing minutes a 70° ; aprés cing minutes de chauffage a 


100°, 4 ont été détruites, une contenait encore 2 A 5 D. M. par centi- 
métre cube. 


toxines préparées depuis un ou plusieurs mois sont moins ther- — 


de pH qui se produisent généralement pendant la conservation — 


(souris, veines) et sur 5 toxines wdematiens, pH 7,3 A 7,6, dont le titre - 


D.M. par centimétre cube. En milieu neutre ou voisin de la neutralité,la . 
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sur les ussus (facteur de diffusion) ; les transformations produites 
par la toxine dans le sérum humain et dans les solutions limpides 
de jaune d’ceuf ou de lécithine. 


I. — AcrTion PROTEOLYTIQUE. 


Dés 1902, Tissier et Martelly [70] ont signalé que W. perfringens 
est un agent protéolytique. Dernby et Blanc [43], Stahly et 
Werkman [67], Walbum et Reymann [72 et 73], Mc Gaughey [50], 
Meisel [53] ainsi que Weil, Kocholaty et Smith [75] ont examiné 
Vaction liquéfiante exercée sur la gélatine par les filtrats des cultures 
de Welchia perfringens. D’aprés Maschmann, ces cultures contiennent 
deux protéinases et des anaéropeptidases [54]. 

M. Guillaumie [25] a constaté, en comparant les volumes de sérum. 
anti-perfringens utilisés pour empécher l’effet gélatinolytique de 
quantités différentes de toxine perfringens (0,36 et 1,8 mg. de toxine 
E,,), que la neutralisation d’une quantité élevée de toxine exige une 
dose de sérum plus grande que ne 1’indique la loi des proportions 
multiples. 


Grassmann [49], Maschmann [54], Smith [64] ont noté que les 


sérums normaux n’empéchent pas l’effet de la toxine perfringens sur 
la gélatine ; M. Guillaumie [23] a titré quelques sérums normaux de 
cheval exercant une légére action empéchante, mais les titrages sur 
souris ont révélé la présence d’antitoxine perfringens dans ces sérums. 
G. Ramon [59] a signalé récemment que les sérums normaux des 
bovidés inhibent la gélatinase perfringens. Les sérums anti-A (5) sont 
nettement anti-gélatinolytiques. D’aprés M. Guillaumie [22, 23], les 
sérums anti-sporogénes et anti-edematiens ne contiennent qu’a 1’état 
de traces les anti-protéinases caractéristiques des sérums_  anti- 
perfringens ; vis-a-vis de la toxine perfringens )’activité anti-gélatino- 
lytique des sérums anti-histolytiques (6) riches en anti-protéases spéci- 
fiques est en général beaucoup plus faible que celle de la majorité des 
sérums anti-perfringens. L’action anti-protéolytique des sérums anti- 
perfringens peut étre moins intense que l’activité anti-nécrosante 
évaluée sur lapins (derme). M. Guillaumie en a donné deux 
exemples [24]. ; 


M. Guillaumie [24] a comparé Vaction gélatinolytique. de 
4 échantillons de toxine A en prenant comme dose d’épreuve de 
chacun d’eux Je poids L + de toxine qui est neutralisé par une 
unité antitoxique du sérum étalon international ; ultérieurement 


‘nous avons examiné 29 échantillons de toxine précipitée 


ra 


par le sulfate neutre d’ammonium: 15 de ces échantillons 


(5) Sérums de chevaux immunisés par des injections d’antigénes 
élaborés par la méme souche de W. perfringens (souche Lechien) ; 
avant l’injection, ces antigénes ont été formolés 4 5 p. 1.000, maintenus 
pendant sept jours dans une étuve & 38°, puis 4.la température du 
laboratoire. 

(6) Sérums préparés par injection d’anatoxine histolytique (toxine 
formolée 4 5 p. 1.000). 
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ont été préparés avec la souche Lechien, 7 avec la souche SS" 


et 7 avec la souche A 100 P; 7 toxines de la souche SS et 2 de 


la souche A 100 P ne contenaient pas ou trés peu d’antigéne wis 
toutes les autres toxines utilisées renfermaient en proportions 


ae, - 
‘ 


i, 


variables les antigénes a, 6, 4. Nous avons évalué par la méthode — rd 
au formol, de Sérensen |’intensité des transformations subies en 


six heures 438° par2c.c. de gélatine a 3,5 p. 100 additionnés d’une 


dose-test de toxine (expériences a pH 6,85, 6,9, et 7,1 en milieu — 


non tamponné). Les quantités de soude N/10 employées pour neu- 
traliser les carboxyles des acides aminés formoltitrables ont varié 
entre 0,30 et 0,55 c. c. dans les expériences avec les toxines des 
souches Lechien ou SS et entre 0,30 et 0,43 dans les essais avec 
les toxines de la souche A 100 P. II suffit de multiplier ces 
volumes de soude N/10 par 1,4 pour exprimer les résultats en 
milligramme d’N aminé. La comparaison des chiffres que nous 
avons obtenus montre que, dans les conditions des expériences, 
des toxines qui different par les quantités relatives des anti- 
génes g, 6 et 7 qu’elles contiennent, ont fréquemment la méme 
activité enzymatique et que des toxines de formule antigénique 


comparable (LN : L+) different souvent par l’activité enzymatique. — 


Dans un certain nombre de titrages nous avons utilisé la. 
méthode de Van Slyke a la place de celle de Sérensen pour éva- 
luer l’intensité de la protéolyse produite par une dose-test de dif- 
férentes toxines perfringens précipitées. Les résultats de ces dosa- 
ges ont aussi montré que des toxines de méme formule antigé- 
nique n’avaient pas laméme activité gélatinolytique. 

D’aprés nos recherches, la toxine perfringens aprés cing 
minutes de chauffage & 70° ne posséde plus la propriété, méme 4 
la dose de 1 c.c., de liquéfier la gélatine ; par contre, la toxine 
chauffée pendant le méme temps a 100° exerce souvent une légére 


action liquéfiante [82]. Toutefois, un chauffage de cing minutes — 


a 100° effectué aprés un chauffage de cing minutes a 70° ne régé- 
nére pas l’action gélatinolytique de la toxine perfringens (7). 


(7) Nous avons soumis a l’action de la chaleur 5 échantillons de toxine 
histolytique préparés dans du bouillon Vf. Avant et aprés chauffage, des 
doses décroissantes de toxine filtrée sont ajoutées & 2 c.c. de gélatine 
4 3,5 p..100. Les mélanges sont ensuite placés pendant quatre heures 
dans une étuve 4 88° puis dans de l’eau glacée. Ces investigations ont 
donné les résultats suivants : 1° cinq minutes de chauffage & 70° abo- 
lissent les propriétés gélatinolytiques des 5 toxines examinées ; 2°-aprés 
cing minutes de chauffage 4 100°, les 5 toxines sont légérement gélatino- 
lytiques ; 3° aprés un chauffage de cing minutes & 100°, consécutif A 
un chauffage de cinq minutes 4 70°, 2 toxines manifestent un trés 


léger pouvoir gélatinolytique. Avant tout chauffage, les 5 échantillons 
de toxine histolytique utilisés au cours de ces essais étaient nettement 


plus protéolytiques que les toxines perfringens non chauftées examinées 
ci-dessus. 
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L’ensemble de ces expériences a été réalisé ainsi : dans une série 
de tubes contenant 2 c. c. de gélatine a 3,5 p. 100, pH 7,3, nous 
avons ajouté des quantités décroissantes de’ toxine chauffée aux 
températures précédemment mentionnées ; nous avons mis les 
mélanges dans une étuve a 38° ; vingt-quatre heures plus tard nous 
les avons immergés pendant trente minutes dans de ]’eau froide 
(8-10°) ; puis nous avons regardé si certains d’entre eux restaient 
liquides ; lorsque tel était le cas, la toxine chauffée avait exercé 
une action gélatinolytique aux doses inscrites sur les tubes. (Expé- 
riences avec des toxines perfringens filtrées sur bougie L3.) 


IJ. — FERMENT ANTI-GROUPAL. 
D’aprés Schiff [60], les cultures de Welchia perfringens, de Bacillus 
L. D. et D. contiennent un ferment qui a la propriété de détruire les 
éléments groupaux spécifiques A et B ; Kostuch [46] confirme ce fait 
et signale qu’en présence de -sérum anti-perfringens provenant de 
chevaux immunisés par injections d’anaculture de Welchia perfringens, 
les cultures de ce bacille ne décomposent pas 1’élément groupal. Le 
sérum a donc inhibé les propriétés destructives de ces cultures au point 
de vue que nous envisageons ici. D’aprés Schiff, le ferment en cause 
traverse les filtres Seitz, d’aprés Kostuch il ne 2 traverse pas les bougies 
Chamberland. 


Til. — Facrreur DE DIFFUSION. 


La toxine filtrée de Welchia perfringens contient en quantité abon- 
dante un ferment qui augmente la perméabilité des tissus (Mc Clean). 
Ce ferment, souvent désigné sous le nom de facteur de diffusion de 
Reynals [44], correspond A une mucinase qui dégrade l’acide hyaluro- 
nique présent dans certains mucus. Behring [2] a signalé que ce facteur 


est détruit en trente minutes a 70°. 


D’aprés Mc Clean [47] le sérum anti-perfringens contient un anticorps 
capable de neutraliser le facteur de diffusion des cultures filtrées de 
Welchia perfringens. 


IV. — L&ciTHInAsE. 


Seiffert (1939) a montré que les filtrats perfringens posstdent la 
propriété de produire un trouble dans le sérum humain [62]. Presque 
simultanément, et indépendamment, Nagler a constaté le méme phéno- 
méne : cet auteur a montré, d’une part, que Welchia perfringens en 
se développant dans le sérum humain détermine une opalescence et, 
d’autre part, que la toxine ajoutée au sérum produit aussi l’opalescence ; 
cette réaction est spécifiquement inhibée par le sérum anti-perfringens 
et peut servir, d’aprés Nagler, de méthode de titrage de la toxine de 
Welchia perfringens ainsi que de méthode de titrage des immunsérums 
correspondants [54]. 

Behring (1941) a signalé que l’agent responsable de la réaction de 
Seiffert apparait rapidement dans les cultures et que les filtrats perfrin- 
gens apres dix minutes a 65° ou aprés cing minutes de chauffage 4 100° 
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posstdent encore la propriété de rendre le sérum humain trouble [3]. 


I) est établi aussi que tous les sérums humains ne donnent pas une 
réaction positive et que les sérums a réaction positive peuvent apparte- 
nir A l’un quelconque des 4 groupes sanguins. 

Mc Farlane et Knight [49] ont démontré que la toxine perfringens 


ajoutée & une émulsion limpide de jaune d’ceuf donne une opalescence | 


et finalement une créme due A la coalescence des globules de graisse. 
Ces auteurs attribuent la réaction 4 une lécithinase et montrent qu’elle 
est inhibée par l’antitoxine g. D’aprés les mémes auteurs, la lécithinase 
est responsable de la réaction observée avec le sérum humain. Les 
résultats du titrage des sérums anti-perfringens par les méthodes in 
vitro au jaune d’ceuf ou A la lécithine ayant montré une concordance 
satisfaisante avec ceux des dosages in vivo sur souris, les deux tests 
in vitro sont considérés comme propres 4 mesurer l’antitoxine g. Mac 
Farlane et Knight estiment que les faits permettent de croire a l’identité 
probable de la lécithinase et de l’antigéne léthal et nécrosant g de la 
' toxine perfringens, mais ajoutent toutefois que la preuve formelle dépend 
de l’isolement d’une substance ayant les propriétés requises. 

Aprés chauffage de la toxine perfringens a pH 7,6, pendant dix 
minutes A 100°, il reste encore 45 p. 100 de l’activité lécithinasique 
(Mc Farlane et Knight, 1941). 

Heyningen [34] a utilisé la méthode au jaune d’ceuf pour déterminer 
l’activité des toxines préparées avec une méme souche de W. perfringens. 
Aprés avoir décrit sa technique et insisté sur les résultats satisfaisants 
qu’elle permet d’obtenir rapidement, l’auteur note qu’il n’a pas encore 
_ trouvé des conditions d’estimation sire de l’antitoxine perfringens. I 
annonce que Crook, poursuivant ces recherches, a étudié la toxicité de 
40 cultures filtrées préparées avec 14 souches de W. perfringens et 
examiné leur action sur le sérum humain et sur les solutions de jaune 
d’ceuf (travail en publication). 


Nous avons fait agir, comparalivement, 12 toxines perfringens pré- 
cipitées par le sulfate d’ammonium sur 9 échantillons de sérum humain 
des groupes A, B et O. Nous remercions vivement M. Kossovitch 
d’avoir eu l|’amabilité de mettre 4 notre disposition des quantités 
suffisantes de ces sérums. Cing toxines ne renfermaient pas de 
quantités appréciables d’antigéne y, les autres en contenaient des 
proportions variables ainsi qu’on peut s’en rendre compte en 
examinant dans le tableau IV la valeur du rapport des doses LN 
et L + de 11 toxines en expérience. Dans le méme tableau, nous 
notons la souche qui a servi 4 préparer ces toxines ainsi que leurs 
caractéristiques : ]a valeur de leur dose minima mortelle, D. M., 
vis-a-vis de la souris et la valeur de la dose nécrosante, D. N., 
qui produit sur la peau épilée des cobayes blancs une nécrose de 
5 x 5 mm. Nous indiquons en outre dans le tableau IV la dose 
D. L. de chaque toxine qui produit une opalescence appréciable 
dans 0,2 c.c. des sérums humains employés, préalablement 
chauffés pendant une heure a 56°; pour déterminer cette dose 
minima lécithinolytique, la toxine est dissoute dans de l’eau phy- 
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siologique, puis répartie par quantités décroissantes dans des tubes 
étroits (5,5 mm. de diamétre intérieur), dans lesquels on ajoute 0,2 c. c. 
de sérum humain chaulfé et de l’eau physiologique pour que le 
volume final soit de 0,8 c.c. Les tubes contenant les mélanges 
de toxine et de sérum sont mis dans un excicateur et, apres avoir 
fait le vide, placés dans une étuve a 37° ; ils sont examinés seize 
~a_ dix-huit heures plus tard : le tube qui contient la plus petite 


quantité de toxine produisant une opalescence appréciable indique 
la dose D. L. recherchée. 


} 
( 


I 


TasLteau IV. — Dose mortelle (D. M.), dose nécrosante (D.N.) et dose 
lécithinolytique (D. L.) de différentes toxines perfringens préci- 
pitées par le sulfate neutre d’ammonium. 


D. M. et D. N. D.L 


de différentes toxines de différentes toxines. 


Rapport Tilrages 
des doses L. N. et L + de ces toxines avec le sérum humain 


RAPPORT 
des doses 
D L. 
et D. N.° 
(D. L.— 


Nanié Toxine 2 déterminée 
- ro élaborée | D. M D.N-— | Rapport] N° 2 Ne3 Ne5 PAE 


(en mg.)|(en mg.)|LN/L +] (en mg.)|(en mg.)|(en mg.) sérum ne 5) 


ar 


la toxine la Scie g 


Lechien 
Lechien 
Lechien 


0,008 | 3. 0,022 
0,02 0,055 


0,05 My 

0,026 0,033 
0,075 0,033 
0,014 : 0,020 
0,022 | 1,: 0,044 


La valeur de la dose minima lécithinasique, D. L., d’une toxine 
: varie plus ou moins avec le sérum. Ainsi il a fallu 0,013 mg. de 
4 la toxine Ej, pour rendre trouble le premier sérum du groupe A 
que nous avons utilisé ; il a fallu 0,022 mg. de cette toxine pour 
produire la méme opalescence dans un deuxieme sérum du méme 
eroupe et 0,011 mg. seulement en présence d’un troisiéme sérum 
du groupe A. Suivant que nous avons utilisé le deuxiéme ou le 
troisiéme sérum, il a fallu 0,096 ou 0,072 mg. de la toxine EP, 
pour déterminer la méme opalescence. Nous avons fait la méme 
constatation avec les autres toxines. Signalons aussi qu’elles ont 
toutes fourni une réaction positive avec ‘les sérums des groupes B 
et O que nous avons mis en ceuvre. 

a Aprés avoir déterminé la dose D. L. de toutes les toxines, nous 
‘ avons calculé les rapports D. L. : D. M. et D. L. : D. N. Le pre- 
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mier de ces rapports varie, dans nos expériences, entre 0,8 
0,17; il est inférieur 4 1 quels que soient les sérums humains et 
les toxines utilisés, ce qui montre qu’il ne faut qu’une fraction 
de dose mortelle de toxine pour produire une opalescence dans 
les sérums humains. La valeur du rapport D. L. : D. N. pour une 
toxine donnée est tantot supérieure, tantot inférieure a l’unité,— 
suivant le sérum employé. Examinons a présent les résultats 
obtenus avec différentes toxines additionnées du méme sérum. 
Comparons, par exemple, les toxines EP, et EP; de formule 
antigénique trés différente ; on constate, dans les titrages avec le 
cinquieme sérum, que le rapport D. L. : D. N. dans le cas de la 
toxine EP, est égal a 1,1 et qu’il est égal a 1,2 dans le cas de 
la toxine EP,. Ces résultats concordants incitent a penser que 
l’antigéne » n’influence pas la réaction de Seiffert. Nous verrons 
plus loin que cette opinion est corroborée par les résultats que 
nous avons obtenus en déterminant la quantité de sérum anti- 
perfringens qui inhibe ]’action sur Je sérum humain des toxines 
plus ou moins riches en antigéne 4. Pour faciliter la rédaction, 
nous désignerons sous le nom d’activité anti-lécithinasique cette 
propriété que possédent les sérums anti-perfringens d’empécher 
action lécithinasique des toxines correspondantes. 


DETERMINATION DU TITRE ANTI-LECITHINASIOQUE DES SERUMS ANTI- 
perfringens. — Au cours de tous les essais que nous allons rap- 
porter, nous avons utilisé le méme échantillon de sérum humain 
du groupe A ; nous le devons a |’extréme obligeance de M. Kos- 
sovitch. 

Pour déterminer le titre anti-lécithinasique des sérums_ anti- 
perfringens, nous ne pouvions envisager de prendre comme dose 
d’épreuve de toxine un poids de toxine représentant 2 doses mor- 
telles comme l’ont fait certains auteurs, car il existe dahs nos 
toxines des quantités importantes et variables d’antigéne léthal 7 a 
coté de l’antigéne léthal « présumé seul responsable de J’action 
sur le sérum humain. 

Nous: pouvions prendre comme dose d’épreuve de toxine le: 
poids de toxine D. L. qui produit une opalescence visible dans 
un sérum humain donné ou un multiple de ce poids et rechercher 
le volume de sérum anti-perfringens qui empéche la dose de toxine 
employée de rendre le sérum humain opalescent. Nous pouvions 
encore utiliser comme dose d’épreuve de toxine un multiple de 
la dose nécrosante D. N. Des titrages préliminaires effectués dans 
ces voles différentes, avec 11 toxines perfringens, ne nous ont pas 
toujours donné satisfaction. Nous avons alors pris comme dose 
d’épreuve de toxine le poids de toxine dont l’action opacifiante 
sur le sérum humain est en partie supprimée par 1/20° d’unité 
anti-~ du sérum étalon international PE,, provenant de Copen- 
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hague ; nous avons désigné cette dose d’épreuve par Lé/20. Nous 
Vavons utilisée pour évaluer le titre anti-lécithinasique de diffé- 
rents sérums anti-perfringens dont nous avions déja déterminé les 
titres anti-¢ et anti-6. Nous notons dans le tableau V les titres 
anti-o de 3 de ces sérums (135, 415 et 589 dosés avec les toxines 
ES,,° EP,,-ES,; ES,; ES,,). Le titre anti-u des sérums' 135 
et 415, par exemple, est respectivement de 20 et 1.200 unités 
internationales. 


TasLEAU V. — Titres anti-lécithinasiques in vitro et antitoxiques 
jn vivo de 3 sérums anti-perfringens. Titrages in vitro avec la 
dose-test Lé/20 et in vivo avec la dose-test L + de différents 
échantillons de toxine perfringens plus ou moins complexes. 


ECHANTILLON TITRES 


de toxine perfringens de 3 sérums anti-perfringens 
Elaboré Metose Sérum 135 Sérum 415 Sérum’ 589 
nS ; ots sein Titrage | Titrage | Titrage} Titrage | Titrage | Titrage 
a souche (en mg.) | *” vitro | in vivo lin vitro | in vivo | in vitro) in vivo 
“” | (unités) | (unités) | (unités) | (unités) | (unités) | (unités) 
Exo Lechien 0,60 55. -|100-125; £0 {450-500} 260 
E54 Lechien 0,514 50 35 | 350-400 
EP, Ajoo P 0,70 72 38 130 290 
ES; SS 0,38 58 100-110} 45 {4140-150} 280 
ES; ss 0,20 50 65-70 30 35 180 200 
EPS Ayoo P 0,22 |75 & 80} 65-70 43 35-38 280 260 & 280 
ES; SS 0,33 63-65 40-45 220: 260 
ES, ss 0,16 75 60-63 42 40-45, 240 240 
ESj ss 0,14 55 65 42, 38-40 290 300 
Y 4 it 


Dans le tableau V nous indiquons la valeur Lé/20 des diverses 
toxines perfringens que nous avons titrées. Exemple : la dose-test 
Lé/20 de la toxine E,, est de 0,60 mg. ; ce poids de toxine repré- 
sente 12 doses nécrosantes et 10 doses D. L. La dose-test lécithi- 
nasique Lé/20 de la toxine ES, est de 0,38 mg., elle correspond 
ai 19 doses nécrosantes et a 6, 9. doses D. ‘e 

D’aprés nos titrages, le titre anti-lécithinasique du sérum 135 est 
de 55 unités lorsque le dosage est fait avec la dose-test lécithina- 
sique Lé/20 de la toxine E,, et de 58 unités lorsque celui-ci est 
réalisé avec une dose-test Lé/20 de la toxine ES,. Il est de 
50 unités ou de 72 unités suivant qu’il est effectué avec les toxines 
E,, et EP,. Ces 4 toxines différent nettement par leur teneur en 
antigéne 7. En effectuant le titrage du sérum 135 suivant le méme 
principe que précédemment mais avec 4 toxines sans quantité 
notable d’antigéne , avec les toxines ES,, EP;, ES, et ES,, 
dont Je rapport des doses LN et L+ est égal a 1,1-1.2 ou 1,3, nous 
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avons constaté que les litres anti-lécithinasiques du sérum 135 
variaient entre 50 et 80 unités (tableau V). Donc, que les déter- 
minations de l’activité anti-lécithinasique des sérums anti-perfrin- 
gens soient réalisées avec des toxines riches en antigéne 4 OU avec. 
des toxines a antigéne « dominant, les résultats varient sensible- 
ment entre les mémes limites. De ce fait on peut déduire que of 
l’antigéne 7, n’influence pas 1’évaluation de l’action anti-lécithina- a 
sique des sérums. . - 

D’aprés les titrages in vivo (souris) fails en présence d’une dose- 
test L+ des toxines ES,, EP,;, ES, ou ES.o, les titres anti- 
toxiques du sérum 185 varient seulement entre 60 et 70 unités 
anti (écart maximum entre les résultats : 14 p. 100; voir 
tableau V). Il existe donc des discordances entre les résultats des 
titrages in vitro précédents et ceux des titrages in vivo. Ainsi, 
d’aprés les titrages in vivo, le sérum 135 contient entre 65 et 
70 unités anti-g, que le dosage soit fait avec la toxine EP, ou avec 
la toxine ES, ; ce sérum titre 75 a 80 unités anti-lécithinasiques 
d’aprés le titrage avec la toxine EP; et 50 unités seulement 
d’aprés le titrage avec la toxine ES,. | 

En titrant 2 autres sérums anti-perfringens suivant le principe 
appliqué ci-dessus, nous avons obtenu des résultats qui permeitent 
de formuler les conclusions suivantes : 1° l’antigéne y n influence 
par les résultats des titrages in vitro ; 2° les résultats des titrages 
in vitro correspondent souvent a ceux des titrages effectués in vivo 
avec des toxines 4 antigéne « dominant; quelques discordances 
sont notées ; exemple : le sérum 415, titré avec les toxines EP, 
et ES,,, est plus anti-lécithinasique in vitro qu’antitoxique in vivo. 

En présence de ces derniers faits, nous nous sommes demandé 
si l’action lécithinasique de nos toxines ne serait pas intensifiée 
par le calcium et si la détermination de |’activité anti-lécithinasique 
des sérums anti-perfringens ne serait pas influencée par ]’addition 
de Ca aux toxines. 

Nous avons déterminé, en présence de Cl,Ca et au moyen du 
sérum étalon anti-perfringens précédent, la dose-test Jécithina- 
sique Lé/20 (Ca) de 8 toxines, puis, vis-a-vis de cette dose, le 
titre anti-lécithinasique des sérums anti-perfringens 135, 415 et 589. 

Nous indiquons dans le tableau VI la série de mélanges que 
nous avons préparés pour rechercher en présence de Ca la dose- 
test Lé/20 (Ca) de la toxine ES,. Les mélanges de toxine, de Ca, 
d’eau physiologique et de sérum étalon sont laissés pendant. 
‘ quarante-cinq minutes 4 37°, puis additionnés de sérum humain. 
" Tous les tubes sont -portés pendant seize heures 4 37°, puis 
i examinés le lendemain pour noter le degré, d’opalescence des 
f mélanges. Le tube dans lequel. l’opalescence est légére indique la 
a dose Lé/20 (Ca). Ainsi qu’on le voit dans le tableau VI, nous avons 
utilisé au cours du dosage une solution de toxine ES, 4 4 mg. i 
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par centimétre cube ; un titrage préliminaire nous avait montré 
qu'une telle concentration était convenable. Mais pour titrer des 
toxines plus actives, ‘nous avons préparé des solutions plus 
diluées : ainsi pour déterminer la dose-test Lé/20 (Ca) de la toxine 
ES,, nous avons fait une solution a 1 mg. par centimétre cube. 

En recherchant, en présence de doses variables de Ca, la dose- 
test de la toxine ES,, nous avons constaté que l’on obtenait 
sensiblement les mémes résultats que Ja toxine soit additionnée, 
dans chaque tube, de 0,05 ou de 0,03 ¢: c. de Cl,Ca a 5 p. 100; 
par contre, l’activation s’est révélée légérement incomplete en 
présence de 0,01 c. c..de Cl,Ca 45 p._100. 


TasLeau VI. — Détermination, en présence de Ca, 
de la dose-test lécithinasique Lé/20 (Ca) d’une toxine perfringens. 


Toxine ES, (solution & 4 mg. 

VEGUETS GLP er ae aU gicrs alk tee ’ 
Cl, Ca a 5 °/o- Bist e at ets) 0,05.c-e.7 0,05 ¢.c. | 0,05 c.¢. | 0,05.¢.c. | 0,04 c.c. 
Eau physiologique. ~ . . .|0,01c.c. | 0,02c.c.| 0,03 c.c. | 0,04¢.c. | 0,05 c.c. 
Serum étalon 44 unité anti- 

toxique parc.c..... 0,05c.c. |.0,05 c.ce| 0,05 c¢.c. | 0,05c.c. | 0,05 c.c. 
Sérum humain (chauffé pen- 3 

Uae AN EULE Td DO2)s che HOLL CCl Ostcoeuy, Oakenes 4 Once es] -0icne: 


Opalescence aprés 16 heures} 
ep Pre, sie Beas ae ++ ne — — 


Pour déterminer le titre anti-lécithinasique d’un sérum vis-a-vis 
d’une toxine donnée, nous préparons avec cette toxine une solution 
contenant, par centimétre cube, 10 doses Lé/20 (Ca). Dans une 
série de tubes, nous mettons 0,1 c. c. de cette solution — c’est-a- 
dire 1 dose Lé/20 (Ca) — puis nous ajoutons le Cl,Ca et des doses 
variables du sérum a titrer (vol. tot. des mélanges : 0,2 c. c.). Les 
mélanges sont portés pendant quarante-cing minutes a 37° et aprés 
les avoir additionnés de 0,1 c. c. de sérum humain, ils sont remis 
a l’étuve ; seize heures plus tard nous notons les résultats. Le titre 
du sérum est indiqué par le tube dans lequel l’opalescence est 
légére. 


Résuttats. — 1° Le calcium augmente a des degrés divers 
Vaction lécithinasique des toxines examinées (comparer les 
tableaux V et VIII). 

2° Les déterminations du titre anti-lécithinasique d’un sérum 
dosé en présence de Ca concordent souvent avec celles qui sont 
faites’ en l’absence de Ca, quelquefois elles en différent de 11 a 
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17 p. 100. Exemple : a) En présence de Ja dose-test Lé/20 (Ca) de :. 
ES, additionnée de Cl,Ca, c’est-a-dire en présence de 


la toxine 


~ 
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0,095 mg. de toxine, le sérum 135 titre 50 unités ; en présence de 
‘Ja dose Lé/20 de la méme toxine non additionnée de Ca, c’est-a- 
dire en présence de 0,20 mg. de toxine, il titre aussi 50 unités. 


Tapieau VII. — Détermination du titre anti-lécithinasique d'un sérum 
anti-perfringens. Titrage en présence de Ca et d’une dose-test 


Lé/20 (Ca) de la toxine perfringens Ey). 


Toxine E,, (en c. c.). 
(Solution & 5,2 mg. 


Cl,Ca a 5°/, (en ¢.c.), 
Sérum_ anti -per/rin- 
gens 435 (en c.c.). . 
‘Sérum humain (en 
c.¢.), chauffé pen- 
dant 1 heure & 56°. 


Opalescence aprés 
46 heures a 37°. . 


€ 


0,4 


0,05 
0,05 a 4/50 


0,1 


0,4 


0,05 


0,4 


0,05 


0,03 a 4/55 | 0,05 a 4/58 


0,4 


0,05 
0,05 1/60 


0,4 


0,08 0,05 


Tasieau VIL. — Activité anti-lécithinasique de 3 sérums anti-per- 
fringens, Titrage en présence de Ca et d’une dose-test Lé/20 (Ca) 


de différents échantillons de toxine perfringens plus 


complexes. 


ECHANTILLON DE TOXINE 


Valeur 


de la dose Lé/20 (Ca) 


ou moins 


TITRE ANTI-LECITHINASIQUE DE 3 SERUMS 


Sérum 135 
(unités) 


58 
58 
60 


50 
75-80 
62 
62 
60 


Sérum 415 
*(unités) 


32, 
40 
40 


32 
45-50 | 

40 

36 

42 


Sérum 589 
(unités) 


230 
280 


b) Ce méme sérum titre 75 ou 62 unités vis-a-vis de la toxine 
ge est fait en l’absence ou en présence 


ES, suivant que le titra 


de Ca. 


3° L’écart maximum entre les titres anti-lécithinasiques attribués 


0,03 84/65 | 0,05 a 4/70 | 


p 
- 
E 
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a un méine sérum au cours des titrages que nous avons effectués 


in vitro, comparativement, avec différentes toxines additionnées de 
Ca, est de 36 p. 100. Nous avons signalé antérieurement que nous 
avons observé quelquefois des écarts de 25 a 33. p. 100 entre les 
résultats obtenus en déterminant in vivo le titre d’un méme sérum 
avec une dose-test L+ de différentes toxines a facteur a prédo- 
minant [27]. 

4° L’analogie est certaine entre les résultats de. nombreux 
titrages réalisés in vitro et in vivo avec la méme toxine a facteur a 
prédominant ; le parallélisme fait défaut dans quelques cas. 


Discussion. — La concordance fréquente entre les résultats des 
titrages in vitro et in vivo peut signifier, ou bien, que le sérum 
examiné contient autant d’anti-lécithinase que d’antitoxine a, ou 
bien, que les 2 activités considérées appartiennent A un seul 
anticorps ; cette derniére interprétation conduit 4 penser que la 
lécithinase et le facteur « ne constituent qu’un seul et méme 
antigéne de la toxine perfringens ainsi que tendent 4 ]’admettre 
Mc Farlane et Knight. Par contre, les divergences notées entre les 
résultats des 2: méthodes de titrage incitent A supposer que la léci- 
thinase et l’antigéne a sont deux constituants différents de la toxine 
perfringens. Toutefois, cette hypothése est discutable. Les résultats 
discordants que nous avons observés ne sont peut-étre qu’impu- 
tables a la méthode de titrage in vitro que nous avons appliquée, 
aussi, pour vérifier cette éventualité, nous nous proposons de 
répéter nos dosages avec un test plus sensible que le sérum 
humain ; ils dépendent peut-étre en outre des proportions dans la 
toxine de différents constituants, tels que le facteur de diffusion, 
les protéinases. Aussi convient-il de poursuivre les essais avec des 
toxines de composition connue a divers points de vue avant de tirer 
une conclusion définitive des résultats discordants observés au 
cours des titrages in vitro et in vivo. 


Nous avons signalé précédemment que de nombreuses toxines 


perfringens fraichement préparées ne sont pas léthales aprés cing 


minutes a 70° et qu’elles le sont aprés chauffage a 100°. Nous 
avons fait agir comparativement sur du sérum humain 7 toxines 
chauffées soit pendant cing minutes dans un bain-marie a 70°, soit 
pendant cing minutes dans un bain-marie a 100°. Nos expériences 
ont été effectuées avec un sérum du groupe A employé a la dose 
deOj2-€,)¢. 

Aprés chauffage 4 70°, une toxine seulement, sur 7, détermine 
un trouble dans le sérum humain. L’étude plus compléte de cett: 
toxine chauffée montre qu’elle est dermonécrosante et trés légére- 
ment hémolytique. Les 6 autres toxines sont sans action sur le 
sérum humain, sur la gélatine et sur les hématies de mouton: 


ig? rs 
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d’apres les observations in vivo, elles ne sont ni léthales, ni derm 


nécrosantes. Le chauffage a 70° a done fait disparaitre leurs pro- | >) 
priétés lécithinasique, gélatinolytique, hémolytique, léthale et 


dermonécrosante. 


Aprés chauffage a 100°, les 7 toxines sont dermonécrosantes, - 


léthales et plus ou moins hémolytiques ; 6 opacifient le sérum 
humain : elles déterminent un trouble net aux doses de 0,03 et 


0,04 c. c.\La septiéme toxine ne produit aucun trouble dans le sérum, 


bien qu’elle soit employée aux doses de 0,04, 0,06, 0,08, 0,1 et méme 
0,15 c. c. Ce fait révéle que le chauffage 4 100° nous a permis 
d’obtenir une toxine dermonécrosante qui est dépourvue d’action 
lécithinasique en ]’absence de calcium ; cette observation parle en 
faveur de Vhypothése déja envisagée, a savoir : ]’antigeéne dermo- 


-nécrosant a serait distinct de la lécithinase perfringens. 


Pour essayer encore de dissocier les propriétés dermonécro- 
santes et lécithinasiques de la toxine perfringens A nous avons 
repris l’étude des toxines précédentes ; nous en avons soumis 5 a 
2 chauffages successifs, l’un de cing minutes dans un bain-marie 
4 70° et l’autre de cing minutes dans un bain-marie a 100°. Nous 
les avons éprouvées au point de vue hémolytique, lécithinasique 
et dermonécrosant aprés le chauffage 4 70° et aprés le chauffage 
supplémentaire 4 100°. Nous avons antérieurement signalé que 
les toxines non hémolytiques et non nécrosantes aprés le chauf- 
fage a 70° deviennent hémolytiques et nécrosantes lorsqu’on les 
porte a 100°. Il était intéressant de rechercher si le chauffage a 
100° consécutif au chauffage a 70° rétablirait aussi ]’action léci- 
thinasique des toxines. Nos essais ont donné les résultats sui- 
vants : aprés chauffage 4 70° et 100°, 2 toxines présentent une 
forte action nécrosante et une légére action Jécithinasique (elles 
troublent le sérum humain a la dose de 0,1 c.c.); 3 toxines 


produisent une forte nécrose et ne possédent pas d’action lécithi- 


nasique ; parmi ces 38 toxines figure celle qui précédemment 
n’avait manifesté aucune action lécithinasique aprés cing minutes 
de chauffage 4 100°. Done, dans 2 cas, un chauffage de cing 
minutes 4 100° consécutif 4 un chauffage a 70° ne rétablit pas 
l’action lécithinasique de 2 toxines alors qu’il rétablit leur action 
nécrosante. Nous nous proposons de poursuivre ces expériences, 


mais en utilisant, pour l’épreuve enzymatique, différents tests 
additionnés de calcium. 


EssAls DE SEPARATION 
DES ANTIGENES DE LA TOXINE perfringens A. 


Différents auteurs ont essayé de séparer les constituants de la 
toxine A par des précipitations fractionnées avec le sulfate d’am- 
monium et le sulfate de soude. Prigge a isolé une fraction peu 
hémolytique in vitro et trés nocive in vivo d’une fraction trés hémo- 
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lytique in vitro et peu nocive in vivo [58]. L’activité de la premiere 
fraction n’a pas été déterminée en présence de réducteurs. 
Bengston [5] a signalé que l’ultrafiltration de la toxine A avait 
permis 4 Stewart et Clampit d’obtenir une fraction toxique pour 
la souris et sans effet hémolytique sur les hématies de mouton ; 
toutefois Schneierson et Grabar [64], en appliquant le méme 
procédé, n’ont point abouti a un tel résultat ; ajoutons que Stewart 
et Clampit n’ont pas recherché si la fraction qu’elles avaient 
obtenue restait dépourvue d’action hémolytique aprés addition de 
eystéine ou de calcium. Par une tout autre technique, Heynin- 
gen [35] a réussi récemment a séparer l’hémolysine 6 de ']’anti- 
géne gz; cet auteur, modifiant le procédé utilisé par Weinberg et 
Nasta [80], a traité rapidement par les hématies de mouton la 
toxine perfringens maintenue a la température de 0°. 

Nous avons soumis a ce traitement 10 toxines perfringens pré- 
parées en bouillon Vf : 3 toxines centrifugées et 7 toxines filtrées, 
conservées & 2° depuis un ou deux jours. Les globules de mou-. 
ton, en 5 minutes a 0°, ont diminué de 64 a 95 p. 100 l’effet hémo- 
lytique des toxines (litrage en présence d’eau physiologique et de 
Ca) ; ils n’ont généralement pas amoindri V’activité lécithinasique. 
Mais toutes nos toxines traitées ont eu un effet hémolytique en 
présence de tampon phosphaté, ce qui incite 4 penser qu’elles con- 
tenaient encore de ’hémolysine 9. En portant 4 quinze minutes, a 
trente et méme a4 soixante minutes, la durée de contact des toxines 
avec les hématies A 0°, nous n’avons pas intensifié l’absorption de 
Vhémolysine 6. Dans toutes les expériences, nous avons employé 
les hématies lavées et les toxines dans Jes proportions suivantes : 
2 e.c. de globules rouges non dilués et 8 c.c. de toxine. Les 
ioxines traitées par les érythrocytes et séparées de ceux-ci par cen- 
trifugation ont été conservées 4 2°. L’activité lécithinasique de 4 
d’entre elles a peu varié en cing jours alors que leur activité hémo- 
lytique a beaucoup diminué : la cystéine n’a pas rétabli leur titre 
hémotoxique. 

En 1936, Mc Clean [47] a séparé le facteur de diffusion de la 
toxine perfringens A des antigénes léthaux. 


Résumé et Conclusions. 


1° Différentes souches de Welchia perfringens élaborent dans du 
bouillon Vf et dans des digestions chlorhydropepsiques de foie ou 
de placenta une toxine contenant en quantité importante ]’antigéne 
nécrosant a, l’hémolysine 6 et l’antigéne non nécrosant 7. Les anti- 
genes 6 et 4 font défaut dans les toxines perfringens A préparées 
dans certaines conditions. 
2° La toxine perfringens complexe (pH 6,8-7,1), fraichement 
préparée dans du bouillon Vf, perd généralement, en cing minutes 


x 
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dans un bain-marie a la température de 70°, son action léthale, 


son pouvoir hémolytique, nécrosant et gélatinolytique, ainsi que sa_ 
propriété de rendre le sérum humain opalescent. Sarde 


. 
, 


Par contre, aprés cinq minutes de séjour dans un bain-marie — 
4 100°, la toxine perfringens contient fréquemment, par centimetre 


cube, 2 4 35 D. M. (souris) et 3 4 30 D. H. ; elle est dermonécro- 
sante ; de faibles doses de sérum anti-perfringens neutralisent sa 
nocivité : ces faits indiquent qu’elle contient l’antigéne nécrosant a; 
de plus, elle détermine généralement un trouble dans le sérum 
humain et provoque souvent la liquéfaction de la gélatine. La 
nocivité in vivo de la toxine perfringens liquide disparait en quinze 
a soixante minutes a la température de 100°. 

Quelques toxines chauffées pendant cing minutes 4 100° sont 

trés dermonécrosantes et a peine hémolytiques ; cette observation 
‘incite a penser que l’antigéne nécrosant a des toxines chauffées a 
100° n’est pas hémolytique ou l’est trés peu et que les toxines trés 
hémolytiques aprés chauffage 4 100° contiennent de l’hémolysine 6. 

Lorsqu’on porte pendant cing minutes dans un bain-marie a la 
température de 100° des toxines ayant perdu au cours d’un chauf- 
fage préalable de cing minutes a 70° les diverses activités que 
nous avons énumérées ci-dessus, on constate qu’aprés le chauf-. 
fage A 100° les toxines sont nocives in vivo, hémotoxiques et 
nécrosantes ; bien qu’elles soient dermonécrosantes aprés ce 
deuxiéme chauffage, quelques-unes de ces toxines ne manifestent 
pas d’activité lécithinasique en |’absence de calcium. : 

Le mécanisme de la thermorégénération des antigénes de la 
toxine perfringens est complexe. 

3° La toxine perfringens préparée depuis plusieurs mois (pH 7,2- 
7,6) est moins thermolabile que la toxine fraichement préparée ; 
lalcalinisation spontanée qui se produit pendant la conservation 
n’est pas entiérement responsable de ce phénoméne. 

4° Les antigénes a, 6, de la toxine perfringens précipitée par 
le sulfate d’ammonium sont détruits, en solution dans ]’eau phy- 
siologique alcalinisée 4 pH 7,6, en trente a soixante minutes a la 
température de 100°. 

5° Le calcium rétablit au taux initial l’activité hémolytique de 
nombreuses toxines dont le pouvoir lytique a baissé spontanément 
au cours de la conservation ; de ce fait nous concluons qu’en pré- 
sence de Ca l’antigéne 6 inactif de certaines toxines atténuées 
récupére son action hémotoxique. 

6° La neutralisation de la diastase gélatinolytique de W. perfrin- 
gens par les sérums anti-perfringens n’obéit pas a la loi des 
proportions multiples. : 

ig L’antigéne % n’influence pas la détermination du titre anti- 
lécithinasique des sérums anti-perfringens dosés en présence de 
sérum humain et de toxines perfringens plus ou moins complexes. 
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8° Le titre anti-lécithinasique d’un sérum varie dans certains cas 
avec |’échantillon de toxine employé pour faire la détermination. 
¥ 9° Les valeurs anti-lécithinasiques attribuées A un méme sérum 
__anti-perfringens, au cours des titrages réalisés comparativement 
avec une dose d’épreuve convenable de différentes toxines perfrin- 
gens additionnées de calcium, correspondent souvent aux titres 
_anti-a de ce sérum déterminés avec les mémes toxines ; cependant 
il existe quelques discordances : vis-a-vis de certaines toxines a 
antigéne g prédominant, le méme sérum est plus anti-lécithina- 
sique in vitro qu’antitoxique in vivo et réciproquement. 
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SUR LA PRESENCE GENERALE DU RUBIDIUM 
CHEZ LES PLANTES (!) Sis 


‘par MM. Gaseret BERTRAND et Dips BERTRAND. 


Peu apres la découverte, en 1850, par Bunsen et Kirchhoff, al’aide 
du spectroscope, d’un nouveau métal alcalin, le rubidium, dans le 
monde minéral, Grandeau reconnut, de Ja méme maniére, l’exis-- 
tence de cet élément dans le salin de betterave, c’ést-a-dire dans le 
régne végétal. Se servant de chlorure de platine, il réussit a extraire 
de ce salin, qui n’est autre chose que la partie soluble dans l'eau 
des cendres de la racine, environ 1,3 g. de chlorure de rubidium 
par kilogramme, quantité correspondant a 0,004 g. du nouveau 
métal par kilogramme de racine fraiche. Grandeau étendit sa re-_ 
cherche, mais seulement au point de vue qualificatif, 4 neuf espéces 
végétales : il en trouva des quantités plus ou moins perceptibles 
au spectroscope dans cing et pas trace dans les autres (2). 

\A la suite de ces résultats, la présence du rubidium dans le régne 
végétal a été considérée longtemps comme un fait plut6t excep- 
tionnel et l’on ne retenait guére 4 son sujet que le cas de la bette- 
rave, a cause de l’importance agricole et industrielle de cette plante. 
Mais, depuis lors, les idées ayant changé touchant la composition 
élémentaire de la matiére vivante, on s’est intéressé a nouveau @ 
la question. ; 

En 1917, W. O. Robinson, Steinkénig et Miller ont examjné 
25 végétaux : dans 3 d’entre eux ils n’ont rencontré que des traces 
de rubidium et dans 5 autres pas du tout (8). En 1926, Freundler 
a signalé ce métal dans une Laminaire (4). Puis, en 1929, et en 
19386, Ramage a reconnu sa présence, a l’aide du spectroscope, 
dans un petit nombre d’espéces végétales (5). Plus récemment 


(1) Un résumé de ce mémoire a été publié dans les C. R. Acad. Sci., 
1944, 249, p. 325, et Erratum, ibid., p. 632. 

(2) Ann. Chim. Phys., 1862, 67, 3° série, 155. Dans une note des 
C. R. Acad. Sci., 1862, 55, 430, Lerenvre confirme la découverte de 
GRANDEAU. ; 

(3) U. S. Dept. Agr. Bull., 1917, n° 600, (d’aprés BLancueTibne, dans 
le Traité de Physiologie, de "Rocer et Binet, Paris, 1983, 4, = 

(4) C. R. Acad. Sci., 1926, 182, 1158. 

(5) Nature, 1929, 123, 601- 602, CL lISG ava On 


am 


- DU RUBIDIUM CHEZ LES PLANTES 447 
» 


rubidium, en se servant de chlorure stannique, dans trois plantes 
et en ont trouvé des traces dans une quatriéme (6). Enfin, en 1933, 
Boyd et De ont signalé sa présence dans quelques espéces par la 
méthode spectrographique (7). : ; 

Ces résultats successifs ont confirmé, dans ce qu’ils avaient 
d’essentiel, ceux obtenus par Grandeau ; ils ont prouvé, en outre, 
que la présence du rubidium était plus fréquente dans le régne 
végétal qu’on le \croyait d’abord ; mais ils n’ont pas conduit a 
Supposer, bien au contraire, que |’existence du rubidium pouvait 
étre générale chez les plantes. Dans l’intention d’aborder ce cété 
de la question avec chance de succés, il était indispensable d’établir 
une méthode de recherche et de dosage susceptible de déceler et 
d’évaluer de trés petites quantités du métal alcalin, une méthode 
assez précise, en tout cas, pour savoir avec certitude si les nom- 
breuses absences enregistrées jusqu’alors étaient dues ou non a 
une insuffisance des moyens utilisés dans les analyses. 


A. — METHODE D’ ANALYSE. 


J / 
C’est une des raisons pour lesquelles nous avons, en collabora- 


tion avec Cl. Courty, étudié et mis au point la méthode de dosage ~ 


spectrographique du rubidium dans les sels alcalins dont nous 
avons donné une brévé description ]’année derniére a |’ Académie 
des Sciences (8). 

Cette méthode, de haute sensibilité et précision, permet de déter- 
miner, par exemple, dans 10 mg. d’un mélange de chlorures de 
potassium et de rubidium, depuis la quantité supérieure de 0,5 mg. 
de rubidium, jusqu’a la quantité inférieure de 0,0002 mg., l’erreur 
restant inférieure a 5 p. 100 entre 0,5 mg. et la quantité, encore 
bien minime, de 1/1.000 seulement de milligramme. 

Mais on ne peut obtenir la méme sensibilité et la méme précision 
quand le rubidium est engagé dans un mélange de composition 
aussi complexe et aussi variable que cela se rencontre dans le 
eas des cendres d’origine biologique. Lorsqu’on veut appliquer 
cette méthode purement physique avec tous ses avantages a la déter- 
mination, qualitative et quantitative, du rubidium dans les cendres 
végétales, il faut faire subir a celle-ci un traitement chimique préa- 
lable : il faut séparer les métaux alcalins de la silice et des autres 
combinaisons minérales qui les accompagnent ef les amener a l'état 


(6) Zeitschr. anal. Chem., 1930, 80, 264-270 ; Biochem. Z., 1931, 233, 


.58; Trav. Labor. Biogéochim. de Acad. Sci. de VU. R. S. S., 1982, 2, 


85-90. 
(7) Ind. J. Med. Res., 1933, 20; 789. 
(8) C. R. Acad. Sci., 1943, 247, 520. 


Annales de l'Institut Pasteur, t. 72, n* 5-6, 1946. 21 
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encore, en 1931-1932, Burkser et ses collaborateurs ont dosé le 


de chlorures. Pour oe la solution LG anEe des 
dont la silice a été éliminée par évaporation 4 sec suivant ia tec 
nique courante, est débarrassée en bloc de l’aluminium, du fer, 
du manganése, du calcium et du magnésium par le phosphate 
d’ammoniac en milieu fortement ammioniacal ; on filtre, on évapore 
Vammoniaque du liquide au bain-marie et Yon précipite ‘exces | 
d’acide phosphorique, ainsi que |]’acide sulfurique, en ajoutant 
*une solution aqueuse de chlorure de plomb ; le plomb en excés 
est précipité a son tour par l’hydrogéne sulfuré ; on évapore la — 
solution a sec, puis on chauffe le résidu au rouge naissant pour 
chasser les sels ammoniacaux. I] reste un mélange de chlorures | 
alcalins, formé surtout de chlorure de potassium, mais contenant 
toujours plus ou: moins de chlorure de sodium (9). C’est sur 
10 mg. de ce mélange, dont on a d’abord déterminé le poids total, 
que l’on effectue le “dosage spectrographique. 

Le minimum de la quantité de rubidium dosable par cette 
méthode étant, comme il a été vérifié par de nombreux dosages sur 
des mélanges synthétiques, de 0,2/1.000 de milligramme (0,2 +), i 
nous a été possible de n’utiliser pour chaque analyse qu’un poids 
de plante ou ‘d’organe végétal secs atteignant 1 a 2 grammes au 
plus et d’ atteindre cependant une précision de quelques pour. cent 

sur le chiffre de rubidium. 


B. — ORIGINE ET PREPARATION DES PLANTES. 


Nous avons opéré sur des Cryptogames et sur des Phanérogames. | 


Cryprocames. — Les champignons basidiomycétes (pieds et, 
chapeaux) ont été recueillis dans les environs de Paris avec tous. 2 
les soins voulus pour éviter leur souillure par de la terre et em- 
portés au laboratoire aprés avoir été enveloppés séparément spade 
du papier a filtre. 

L’ Aspergillus a été obtenu par culture sur du milieu de Raulin 
ordinaire. Le mycélium, noir de conidies au moment de la récolle, 

a été débarrassé du liquide qui en mouillait la face inférieure par 


(9) Gab. Brerrranp et Perntmerzeanu, C. R. Acad. Sci., 1927, 184, 645 ct 
Bull. Soc. chim., 1927, 44, 1475. — G. Brerrranp et M. RosEnBLATT, 
C.R. Acad. Sci., 1928, 186, 200 et 266. Comme le chlorure de Na influence 
Vintensité des raies du rubidium dans une proportion ifférente de 
celle du chlorure de K, le Na a été dosé et l’on a tenu compte du chiffre 
trouvé pour corriger les lectures du spectrographe, suivant un abaque 


établi préalablement. La méthode pone sera publiée dans une autre 
revue, 


 # 


DU RUBIDIUM CHEZ LES PLANTES — : 449 
un lavage rapide avec de l’eau distillée, puis essoré sur du papier 
a filtre, pesé, séché a l’étuve et pesé de nouveau. 

La levure provenait d’un pain de levure pressée, « de boulan- 
gerie », de la fabrique Springer ; elle avait été desséchée par éva- 
poration a la glaciére et conservée dans cet état jusqu’a la prise 
d’essai ; on y a déterminé a ce moment |’humidité résiduelle. 

Les algues. envoyées obligeamment par le laboratoire de Ros- 
coff, avaient été débarrassées de |’eau de mer qui les-imprégnait a 
leur arrivée par une rapide immersion dans l’eau distillée, suivie 
d’un essorage comme pour |’Aspergillus. 

Enfin, la fougére, ou plutot les frondes de cette plante ont été 
prélevées, trés proprement, en Vendée, & une époque ou leur face 
inférieure étaient couverte de sporanges. 


PuanEroGaMes. — La plupart des plantes phanérogames que 
nous avons examinées étaient des herbes. Nous les avons alors 
récoltées, soit aprés culture dans le jardin de 1’Institut Pasteur, 
soit a |’état sauvage, mais dans les deux cas (sauf indication con- 
traire) au moment, de la floraison. D’une maniére générale, ces 
plantes ont été lavées rapidement, débarrassées de terre ou de 
poussiére, puis essorées entre des feuilles de papier a filtre avant 
d’étre divisées et pesées. Les racines sont difficiles a débarrasser 
complétement des particules de terre, aussi les a-t-on Je plus sou- 
vent éliminées pour n’examiner que la partie aérienne de la plante. 
C’est seulement dans quelques cas ot le lavage a permis d’avoir 
des racines propres qu’on a séparé celles-ci pour les analyser a 
part. Dans quelques cas, nous avons soumis 4 un examen compa- 
ratif des parties plus nombreuses d’une méme plante : tige, feuilles, 
fleurs, etc. Les feuilles du Tabac a fumer, originaires de la Dor- 
dogne, étaient de belles feuilles destinées 4 l’enrobage des cigares ; 
elles n’avaient encore subi aucun traitement 4 la Manufacture, 
d’out le directeur, M. Dubrisay, a bien voulu nous les adresser ; 
elles ont été simplement nettoyées au pinceau avant l’analyse. Les 
graines ont toujours été utilisées a ]’état mar, par conséquent rela- 
tivement séches. 

Des arbres, nous n’avons guére analysé que les feuilles. Celles 
du Marronnier d’Inde venaient du jardin de |’Institut Pasteur ; 
par contre, celles du Figuier, du Laurier, du Pin et du Cédre, ont 
été tirées d’un parc de la Vendée. Le Soja, le Haricot et les deux 
Lupins ont été mis obligeamment 4 notre disposition par M. De- 
molon, directeur de la Station de Recherches agronomiques de 
Versailles ou) nous sommes allés les prélever. 

Quant aux plantes et parties de plantes dont le nom est précédé 
d’une croix (+), nous nous les sommes procurées dans le com- 
merce. Les plantes provenant du jardin de ]’Institut Pasteur ont 
leur nom précédé d’un astérisque (*). 
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Cryptogames. 
CHAMPIGNONS. © 


Amanita citrina Schaeffer. . . 
Collybia fusipes Bulliard. . . 
Tricholoma cnista Fries... .« 
Russila queletii Fries : 
Boletus chrysanteron Bulliard . 
Boletus leucophaeus Pers... . 
Aspergillus niger v. Tieghem. . 
+ Levure de boulangerie (Sacch. 
\EEA Noster sats sieht cote te 


ALGUES. 


Ulva lactuca L. (plante entiére).| 94 8 
Fucus vesiculosus L. (plante en- 
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FouGErgs. 


Grande Fougére(Péer.-aquil. L.).| 34,0 


Phanérogames. 
GyYMNOSPERMES. 


Cédre (Pinus cedrus L.) [aiguil- 
les} 
Pin ‘(espéce non déterminée) 
{aiguilles] 
MOonoOCOTYLEDONES. 
* Mais (Zea mays L.) [partie aé- 
-  rienne}] 
+ Oignon (Allium cepa L.) {pousses}. 
“Poireau (Allium porrum L.) 
[feuilles vertes) 
* Lis blanc (Lilium cand. L) [tige]. 
“Lis blane (Liltum cand. L.) 
{feuilles] 
* Lis blane (Lilium cand. L.) [ 
rianthe] . 
* Lis blanc (Liliwm cand. L.) [an- 
théres] 
“Lis blane (Lilium cand. L.) 
{pollen} 
“Lis blanc (Lilium cand. L.) 
[ovaire] 
DIcoTyLeDONEs. 
Figuier (Ficus carica L.) [feuilles}. 
*Houblon (Humul. Lupul. L.) 
ihe wile since ten see ee 
* Ricin (Ricin. commun. L.) [feuilles). 
Laurier (Laurus nobil. L.) [feuilles}. 
Sarrasin (Polyg. fagop. L.) (par- 
tie aérienne]} 
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+ Oseille(Rumex acet.L.)(feuilles]. 
+ Salicorne (Salic. radic. Sm.) 
(feuilles] 

Salicorne (autre récolte) [feuilles]. . .. 
Betterave (Beta vulg. L) [racine]. 
Plantain (Plant. lance. L.) [par- 

tie aérienne] 
Orobanche (Orob. rapum Th.) 
[tige, fleur] 
Tabac ordinaire (Nicot. tab. L.) 
(feuille} 
* Tabac des paysans (Nic. rus- 
tic. L.) [partie aérienne]. . 
* Pomme de terre (Solan. tub. L. ) 
[partie ee) 
+ Pomine de iterre (Solan. tub. L.) 
{tubercules) 
+ Laitue (Lact. saliv. L.) [feuilles 
vertes]. . - 
* Pissenlit (Taraz. off. Vill.) [feuilles]. 
* Souci (Calend. arv. L.) [partie 
aérienne] . 

+ Café du Brés‘l (Coff. arab. L.) 
_ [graines]. | 

+ Persil (Petros. sat. Hoffm. ) [plan-| 

te entiére avec racine]. . 

+ Fenouil (Fen. off. All.) [partie 

a 

Carotte sauvage (Dauc. carot. C. ) 
{partie sérienne] 

Carotte sauvage (Dauc. carot. L.) 
(racine) . 

* Soja noir de Tokio (S. hisp. 
Meench) {partie aérienne). . . 

* Soja noir de Tokio (S. hisp. 

Meench) [racine] 
Haricot (Phaseol. vulg. L 
tie aérienne] . Pee 
Haricot (Phaseol vulg. ie , [racine]. 
Haricot (Phaseol vulg. L.) [graines]. 
* Pois (Pisum sat. I..) (feuilles}. * 
Tréfle (Trif. prat. 1. ) [partie aérienne}.| 2 
* Luzerne (Medic. sat. L.) {feuilles] 
+ Lupin jaune (Lup. lut. L.) {graines].| 
Lupin blane (Lup. alb. L.) {racine}. 
Lupin blane (Lup. alb. L.) [par- 
tie aérienne]. . . 
Monotrope (Monot. hypoph. i 
[tige entiére]. 
* Marronnier ( esc. hippoc. L.) 
[feuilles] 
*Mauve (Malva_ rotundif. 
[partie aérienne] 

+ Radis (Raphan. sat. L.) [partie 

aériennne] 
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+ Radis (Raphan. sat. L.) [racine}.} 6,8 | 42,4 46, 4,30 
* Moutarde ee ae la arv.L). 
[partie aérienne}]. ...... 12,6| 18,4 17,2 3,01 
* Colza (Brassic. nap. “ol. D. C.) 
{partie aérienne]. .... . 8,9 22,2 25,5 2,64 
* Chelidoine (Chelid. maj. L. ) % 
{partie aérienne}....... 47,9 | 142,0 25,8 0,25 
* Pivoine (Pzon. on Retz) {par- 


tie dpa nes Sates 46,5.) 42°53 24,5 0,28 


D. — R&suME ET CONCLUSIONS. 


Nos recherches ont porté, comme on voit en examinant le tableau 
ci-dessus, sur plus de 60 plantes ou parties de plantes apparte- 
nant 4 52 espéces différentes ; ces espéces occupent des échelons 
trés variés de l’échelle botanique et, d’autre part, se développent 
dans des milieux nutritifs divers : terrestre (le plus grand nombre), 
marin (algues, soude et salicorne), organique (Aspergillus, levure), 
certaines méme (orobanche, ads vivent en pesos sur 
d’autres espéces. 

Dans tous les cas, nous avons fonthiies et pu doser le rubidium, 
Les proportions: de a métal ont été trouvées comprises chez les 
Phanérogames entre 2,1 mg. pour les feuilles de Lis blanc et 
81 mg. pour la portion aérienne du colza et chez les Cryptogames 
entre 2,8 mg. pour Collybia fusipes et 354 mg. pour Tricholoma 
cnista. I] est évident, d’aprés ces chiffres, que dans les cas ou les 
auteurs précités n’ont pas trouvé de rubidium, c’est parce que la 
sensibilité des méthodes quils ont utilisées était insuffisante. 


groupes de végélaux de 20,3 mg. et 75,5 mg. par kilogramme de 
maliére séche. Cette différence’ provient surtout de la richesse rela- 
tive et vraiment remarquable de quelques champignons basidio- 
mycétes, mais on ne peut encore dire, 4 cause du petit nombre des 
espéces étudiées, que ces Cryptogames solent-en général plus 
riches que les autres végétaux. I] y a la une question de biochimie 
comparée qu'il sera intéressant d’examiner dés que les circons- 
tances le permettront. 

On remarquera que, chez les Phanérogames, la racine de is bet- 
terave, dont la teneur en rubidium avait d’abord surpris, n’est pas 
un cas exceptionnel, que bien d’autres espéces comme le sarrazin, 
le tabac, le pissenlit, le colza sont méme encore plus riches. 


Les moyennes générales sont respectivement chez les deux grands — 


puisqu elles vont de ae ‘milligrammes a 
es Nia kilogramme de matiére séche et peu 
chez certaines - especes, plusieurs | dée 
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(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris (15°.) ; | 
Séance du 1" février 1945. , 


Présidence de M. GASTINEL. 


COMMUNICATION (SUJTE ET FIN) 


DISSOCIATION D'UNE SOUCHE DE BACILLES 
TUBERCULEUX VIRULENTS DE TYPE BOVIN 
« DYSGONIQUE » EN UNE VARIANTE AVIRULENTE 
EGALEMENT « DYSGONIQUE » ET UNE VARIANTE 
VIRULENTE « EUGONIQUE » APRES SEJOUR PROLONGE 
DANS UN LIQUIDE PLEURAL DE COBAYE 


par F. van DEINSE. 


Un cobaye fut inoculé, le 1% juin 1942, par voie médiastinale, avec . 
2 mg. d’une culture bovine « Taureau » virulente et « dysgonique » ‘ 
sur milieu de Lowenstein. L’animal succomba dix jours plus tard et 
4 Vautopsie nous trouvames, dans la plévre, 12 c.c. d’un liquide 
louche et sanguinolent. Nous n’avons pas réussi 4 déceler des bacilles 

sur les frottis de ce liquide ; cependant, ]’ensemencement sur milieu 
de Laporte (4 l’ceuf-sérum), de ce liquide apparemment abacillaire, 
donna des cultures lisses confluentes. 

La moitié du liquide fut récoltée dans 1 c. c. de solution citratée a 
5 p. 100, l’autre moitié, gardée telle quelle, se coagula en une demi- 
heure. Les deux moitiés furent mises a l’étuve 4 38°. Le 7 juillet, donc 
aprés vingt-six jours de séjour a l’étuve, les frottis, préparés avec une 
parcelle du coagulum d’une part, et avec I goutte du liquide citraté 
d’autre part, furent encore négatifs. Mais le 16 du méme mois, donc 
au trente-cinquiéme jour, nous vimes, sur les deux frottis faits ce 
jour-la, quelques gros amas, en forme de moustache, de bacilles acido- 
résistants caractéristiques. Le 27, quarante-sixiéme jour, nous ne trou- . 
vames pas seulement d’énormes paquets de bacilles sur les frottis, 
mais encore put-on voir, a l]’cil nu, de petits grains blanchatres au 
fond du tube contenant le liquide citraté : c’étaient de véritables 
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colonies. Le 6 octobre, cent dix-sept jours aprés leur mise A l’étuve, 


_ il y eut toujours, dans les deux échantillons, des quantités formidables 


de bacilles, mais ceux-ci étaient moins bien colorés qu’avant. Le 
23 février 1943, 1 c.c. du liquide citraté, contenant d’innombrables 
bacilles, fut inoculé 4 un cobaye, qui mourut tuberculeux quatre mois 


‘plus tard. Enfin, le 11 juin 1948, aprés un séjour d’un an a l’étuve, le 


coagulum était devenu inutilisable par desséchement. Dans le liquide 
citraté, nous trouvames de nombreux amas de petits bacilles faible- 
ment colorés et semblant é¢tre en état de lyse. Quelques gouttes de ce 
liquide furent ensemencées sur milieu de Laporte et, le reste inoculé 
a un cobaye. Celui-ci est mort sept mois plus tard d’une tuberculose 
généralisée 4 marche chronique et A prépondérance lymphatique : il y 
‘eut notamment un énorme paquet de glandes trachéo-bronchiques. 
L’ensemencement des organes de ce cobaye sur milieu de Léwenstein 
nous a donné une culture composée de colonies rugueuses, « eugo- 
niques », a virulence normale pour ie cobaye, un peu diminuée pour 
le lapin. 

Par contre, les ensemencements sur milieu de Laporte de ce liquide 
agé d’un an ont donné naissance & quelques colonies lisses, « dysgo- 
niques », poussant assez péniblement sur milieu de Laporte et dans 
celui de Besredka, sur lesquels nous les avons réensemencées, et cette 
culture, que nous avons appelée « Taureau-un-an », ‘s’est montrée 
dénuée de virulence pour les cobayes et les lapins, auxquels nous 
l‘avons inoculée 4 la dose de 0,1 a 0,25 mg. i 

Il se dégage de cette expérience quelques faits qui nous semblent 
intéressants. D’abord nous constatons cette faculté que possédent les 
rares bacilles tuberculeux, se trouvant dans un liquide pleural de 
cobaye au moment de la mort de l’animal, de se développer abondam- 
ment dans ce liquide, sans qu’on ait besoin d’y ajouter aucune. sub- 
stance étrangére, nutritive ou tampon. II] suffit de mettre le liquide 4 


— l’étuve tel quel. On sait que E. Buc avait recommandé de « tampon- 


ner » les liquides pleuraux, provenant des épanchements séro-fibrineux 
humains, pour empécher l’alcalinisation, et qu’il obtenait ainsi des 
cultures de bacilles tuberculeux dans les liquides en question (1). 
Nous avons assisté 4 l’éclosion de cultures abondantes de bacilles 
tuberculeux dans les liquides de pleurésie expérimentale, dont le pH 
avait largement dépassé 8. Car l’expérience que nous venons d’exposer 
n’est pas le seul exemple de culture directe dans le liquide que nous 
ayons relevé parmi nos observations de pleurésie expérimentale chez 
le cobaye. Les bacilles présents dans le liquide au moment de la mort 
de l’animal, souvent si peu nombreux qu’on n/’arrive pas a Jes déceler 
4 l’examen microscopique, semblent donc trouver un milieu nutritif 
qui leur convient dans certains échantillons de ces liquides pleuraux, 
malgré un pH élevé. 

Ensuite nous voudrions attirer l’attention sur les signes de_ lyse 
qu’ont présentée les bacilles, développés dans ce liquide, aprés un long 
séjour 4 1’étuve, lyse qu’on peut interpréter comme signe de vicillesse 
de la culture. Ce n’est pas non plus le seul exemple de lyse bacillaire 
que nous ayons observé dans un liquide de pleurésie expérimentale. 


(1) Rev. Tub., 1924, 520. 
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ee | Cette lyse a méme été, dans une autre expérience, jusqu’ dae 
Tition complete, en deux mois, des éléments acido-résistants, qui, 
comme dans l’expérience relatée ici, s’étaient d’abord développés tres — 
abondamment dans le liquide en question. Les ensemencements de ce 
liquide, redevenu abacillaire, sont restés \stériles, mais les cobayes, 
inoculés avec ce méme liquide aprés disparition des bacilles par lyse, — 
sont morts tuberculeux. Il restait donc encore des éléments virulents 
; dans ce liquide pleural qui avaient échappé 4 l’examen microscopique. 
ee -Enfin, ce qui retient surtout notre attention, dans l’expérience 
ee oe formant le sujet de cette note, c’est la dissocialion qui s’est opérée a 
dans la culture de bacilles tuberculeux employée, en deux variantes, 
\ l'une virulente, 1l’autre avirulente. Par l’inoculation au cobaye de ce 
qui restait du liquide aprés un an, les quelques éléments virulenis 
em oe que contenait encore la culture, développée dans le liquide, ont pu ~ 
at ae étre sauvés : ils ont pu étre isolés des organes du cobaye inoculé et 
cts at mort tuberculeux, sous forme de colonies rugueuses, « eugoniques », 
eR ae alors que la souche bovine originelle virulente était du type lisse 
ey « dysgonique ». Par contre, & ]’ensemencement de ce méme liquide 
pleural 4gé d’un an, seuls les éléments avirulents, dégénérés, ont pu 
se maintenir. C’est sous la forme lisse, « dysgonique », identique a4 
celle de la souche originelle virulente, que ces éléments dégénérés se 
sont reproduits. Ce qui fait que nous possédons maintenant trois 
souches de bacilles tuberculeux bovins, dont deux d’aspect macrosco- 
pique et microscopique identique, la souche Taureau et Ja souche Tau- 
vant reau-un-an, la premiére trés virulente et l’autre avirulente, et enfin la 
souche Taureau-un-an rugueuse, virulente, toutes trois issues de la — 
méme souche bovine originelle. 


La communication suivante paraitra en Mémoire dans les Annales 
de l'Institut Pasteur : 


Action de l’amide nicotinique sur les bacilles du genre Myco- a 
bacterium, par V. Caonine et Me J. Renars. 


ERRATUM 


Communication J. Browarys : Essai de micromanipulation chimique 
colorimétrique (salicylate, sulfamides), 1946, 72, n°S 1-2, p. 152, ligne 31 
et p. 158, ligne 16 : au lieu de : mgs, lire : milligammas (m-). 


Séance du 4° mars 41945. 


Présidence de M. Macrou. 


COMMUNICATIONS 


L’ACTION DISSEMBLABLE DES FACTEURS 
DE DIFFUSION A L’EGARD DE L’EPITHELIO- OU 
DU NEURO-VIRUS VACCINAL 


par P. GASTINEL, R. FASQUELLE et P. ARNAUD. 


L’accord est aujourd’hui fait sur les propriétés spéciales du virus 
vaccinal adapté a l’encéphale du lapin ; le neuro-vaccin, tel que 
M. Levaditi l’a obtenu, a une affinité toute particuli¢re pour le cerveau 
de cet animal et cultive d’autre part essentiellement dans la partie 
profonde du reyétement cutané (1), tandis que. le dermo-virus (ce 
dernier devant, a notre avis, plutét étre dénommé épithélio- virus) a 
une affinité prépondérante pour |’épiderme. 

Par ailleurs, nous avons montré antérieurement (2) que neuro- et 
épithélio-virus offrent un comportement trés différent, quand l’un ou 
l'autre est injecté au contact du systéme neuro-végétatif, le neuro-virus 
étant seul capable de déterminer la mort’de 1]’animal avec virulence 
de l’encéphale. 

Aujourd’hui, nous attirons l’attention sur une auth méthode de 
dissociation, 4 savoir Ja maniére trés différente dont agissent les fac- 
teurs de diffusion 4 ]’égard du neuro- ou de ]’épithélio-virus. 

Déja Duran-Reynals avait constaté dans ses premiéres expériences 
que le résultat obtenu par l’adjonction d’extrait testiculaire au virus 
vaccinal était plus accusé en utilisant une souche de. provenance 
nerveuse (3). 

Nous avons repris dans une série de recherches 1’étude comparée 
des facteurs de diffusion sur 1’un ou l’autre virus vaccinal en faisant 
varier les voies d’introduction des virus d’une part, du facteur de 
diffusion d’autre part. 

Les facteurs de diffusion utilisés provenaient indistinctement de tes- 
ticules de lapins ou de taureaux. 


(1) Levapit1 et Vorr, Presse méd., 1937, 43. 
(2) GastineL et Fasouerie, ces Annales, 1942. '68, 249. 
(3) Duran-Reynats, J. exp. Med., 1929, 50, 327. 
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mique (scarification ou allege le facteur est absolument imotholeats 
pour l’un et l’autre virus, qui gardent leurs caractéres respectifs sans 
que les lésions provoquées soient modifiées par l’adjonction me) 
testiculaire. 

Tl en est de méme encore lorsque le vaccin étant toujours déposé 
‘sur des scarifications cutanées, le facteur de diffusion est introduit — 
par voie endoveineuse : aucune modification notable des lésions n Sig 
observée sur les plages aC 


II. — Virus introduits par voie intradermique. 


Si facteur et virus sont introduits directement dans le derme appa- 
rait au contraire avec la plus grande netteté une grande dissemblance 
dans le comportement des deux souches : 

Avec l’épithélio-virus, on obtient une lésion de vaccine typique, de 
morphologie habituelle, mais ayant seulement des dimensions un peu 
plus étendues par rapport a la lésion déterminée par du vaccin seul, 
injecté A la méme dose et sur le méme animal ; 

A Vopposé, le neuro-virus ainsi inoculé dans le derme avec adjonc- 
tion d’extrait testiculaire donne une lésion d’une surface considérable, 
pouvant s’étendre sur plusieurs centimétres, offrant un processus de 
nécrose hémorragique susceptible de gagner une trés large zone du 
flanc de ]’animal ; souvent méme, a la périphérie, peut étre observé 
un essaimage de lésions plus réduites. Suivant les animaux, la lésion 
produite est de dix A cent fois plus grande que celle déterminée par 
l’injection témoin. 

L’action obtenue par le facteur de diffusion présente sa plus grande 
netteté quand il est directement associé au virus dans une méme 
injection intradermique ; cependant, si les injections sont faites sépa- 
rément (virus en un point, extrait testiculaire dans une zone toute 
voisine), on observe aussi une extension de la lésion, extension toute- 
fois beaucoup plus marquée quand elle est produite par le neuro- 
vaccin, que lorsqu’elle est due & 1’épithélio-vaccin. 

Si le facteur est introduit par voie endoveineuse, les deux souches 
de virus étant inoculées par voie intradermique, on note l’absence de 
toute modification apparente pour 1’épithélio-virus, qui évolue selon 
son type normal, alors que le neuro-virus déposé dans le derme regoit — 
de l’injection intraveineuse de facteur une certaine action activante, 
qui augmente Jes dimensions de la Iésion vaccinale ; toutefois, elle 

n’acquiert jamais les proportions géantes remarquées quand il y a 
association in situ du facteur et du virus. 

De telles constatations ne sauraient surprendre en raison de nos 
connaissances actuelles (4, 5). sur le mode d’action des extraits testi- 
culaires ; ils déterminent une modification de la perméabilité du tissu 
conjonctif, vraisemblablement par un phénoméne d’ordre physico- 


(4) Crain et Dutnit, Nature, 1939, 58. Bue 
(5) ArnAup, Thése. Paris, 1944, 


\ . 
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chimique, aboutissant A une maniédre de fluidification du gel fonda- 
mental (réle probable, d’aprés Chain et Duthié d’un enzyme capable 
i d’attaquer les  constituants muco-polysaccharidiques. du __ tissu 
conjonctif). 
‘ En résumé, il apparait donc : : 

1° Que le facteur de diffusion nagit essentiellement que lorsqu’il 
est introduit, en méme temps que le virus, au méme point que lui 
‘surtout, par injection intradermique ; il est sans effet, lorsque ]’ino- 
culation virulente est réalisée par scarification ou erattage. 

2° Comme conséquence de cette action dermique du facteur de 
diffusion, il est naturel de constater que son effet se manifeste sur- 
tout 4 légard d’un virus qui posséde de lui-méme une affinité pour 
les couches profondes du derme, c’est-d-dire pour le neuro-vaccin ; 
on constate alors l’exagération d’un aspect lésionnel qui appartient 
en propre a ce virus. 

3° Dés lors l’ernploi du facteur de diffusion souligne & nouveau. les 
propriétés dissemblables des deux variantes du virus vaccinal, selon 
leur affinité épidermotrope ou dermo-neurotrope. 


(Laboratoire: de Bactériologie de la Faculté de Médecine.) 


DU COMPORTEMENT DES COBAYES TUBERCULEUX 
DESENSIBILISES A LA TUBERCULINE A L'EGARD 
DU PHENOMENE DE KOCH 


par P. GASTINEL et H. BROCARD. 


Dans une précédente communication (1), nous avons montré que 
lorsqu’on répéte les réinoculations dermiques de bacilles chez les 
cobayes tuberculeux, on n’obtient pas une réponse constante selon le 
type du phénoméne de Koch. Des fluctuations peuvent se produire et, 
4 certains moments, l’animal a une réaction 4 peu prés nulle ; d’autres 
fois, il fait un abcés de constitution précoce, ou encore, associant abcés 
et réaction nécrotique, il répond par un phénoméne mixte. Nous 
avons été amenés a considérer que, tandis que subsiste toujours 
limmunité de surinfection, la sensibilité aux corps bacillaires ne per- 
siste pas inchangée au cours de la maladie du cobaye. 

On pouvait se demander ce que deviendrait la lésion locale de réin- 
fection si, chez un cobaye tuberculeux, on fait disparaitre par l’admi- 
nistration de doses élevées et répétées de tuberculine la sensibilité de 
l’animal a ce produit. Des investigations de cet ordre ont été effec- 
tuées par Boquet. Cet auteur, injectant 1 mg. de bacilles 4 des cobayes 
primo-infectés par une souche virulente et désensibilisés, observa un 
épaississement de 6 4 8 mm. centré par une petite tache violacée que 
remplaca ensuite une petite crodte, tandis que Jes animaux non 


(1) Gasrine, et Brocarp, Ces Annales, 1945, 74, 240. 
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Beiles 
désensibilisés et réinfectés & la méme dose faisaient un een ee 
Koch typique (2). Injectant d’autre part 0,0001 mg. de bacilles bovins | 
a des cobayes primo-infectés par la souche R, de Trudeau et désensi- _ 
bilisés, il ne constata qu’une petite élevure ou méme l’absence de 
toute réponse, tandis que les animaux non désensibilisés faisaient une 
papule cedémateuse nette (3). Par ailleurs, Saenz (4) injecta 0,0001 mg. 
de baciles vivants a4 des cobayes rendus allergiques par injection de 
bacilles morts enrobés dans l’huile de vaseline et désensibilisés ; il 
vit alors se produire un simple petit nodule, tandis que les animaux _ 
non désensibilisés constituaient une papule cedémateuse. Ainsi la — ~ 
lésion de réinfection dermique est beaucoup moins importante chez ‘<a 
les animaux désensibilisés que chez ceux qui sont toujours aller- — 
giques ; elle n’a pas le caractére cedémateux et nécrotique qui carac- 
térise le phénoméne de Koch. a 

Reprenant ces expériences, nous avons praliqué des réinoculations q 
répétées de bacilles et en méme temps des épreuves tuberculiniques, 
afin d’étudier ce que deviennent les lésions de réinoculation et paral- 
lélement les réactions 4 la tuberculine lorsque s’épuise la désensibi- 
lisation artificielle. ‘ 
’ Douze cobayes ont été infectés avec 0,1 mg. de bacilles humains injectés 
par voie sous-cutanée ; trente-trois jours aprés, les-animaux réagissaient 
positivement a la tuberculine. Ils ont regu alors, le trente-huitiéme jour, 
une injection intradermique de 1 mg. de la méme souche bacillaire (*); _ 
tous ont réagi par un phénoméne de Koch typique. Nous avons ensuite 
pratiqué, du quarantiéme au cinquante-cinquiéme jour, une désensibilisa- 
tion de 10 dentre eux par 10 injections de 2,5 cg. et 3 injections de 5 cg. 
de tuberculine, les 2 autres cobayes constituant les témoins. Un animal 
mourut au cours de ce traitement. Les 9 autres furent éprouvés le len- 
demain de la derniére injection de tuberculine, soit le\ cinquante-sixieéme 
jour, par. J'injection intradermique habituelle de tuberculine : 1 nétait ie 
pas désensibilisé, 2 l’étaient incomplétement, les 6 autres étaient totale- . 
ment désensibilisés. Le méme jour fut pratiquée une réinjection de 1 mg. 
de bacilles. Enfin, le soixante-neuviéme et le quatre-vingt-cinquiéme jour, 
soit quatorze et vingt-huit jours aprés la fin du traitement tuberculinique, 
on répéta les injections intradermiques de tuberculine et de bacilles. Nous =~ 
indiquons dans le tableau suivant les réponses que nous avons obtenues 
chez les animaux d’expérience et aussi celles qu’ont donné les témoins 
éprouvés aux mémes dates: 

Dune fagon générale, et cela méme chez les témoins, les’ derniéres ’ 
réponses, tant 4 la tuberculine qu’aux hatilles, avaient été atténuées, en 
raison sans doute’ nS la cachexie avancée des animaux. 


én 


De ces cotistatauones il résulte les points suivants : 

1° La désensibilisation des cobayes, qui rend sans effet l’injection 
intradermique de tuberculine, ne fait pas disparaitre leur résistance 
4 Végard de la surinfection tuberculeuse. On sait d’ailleurs, comme 


(2) A. Boguer, C. R. Soc. Biol., 1932, 440, 902. 

(3) A. Boousr, ces Annales, 1941, 66, 32. 

(4) Sarnz, C, R. Soe. Biol., 1939, 430, 219. 

(*) Cette dose, élevée par ‘rapport a celle utilisée dans les derniers tra- 
vaux rappelés ci-dessus, a été choisie pour se mettre dans des conditions 
favorables a Vobtention du phénoméne de Koch typique. ; 
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APRES LA FIN DU TRAITEMENT 
tuberculinique 


COBAYES TRAITES 


1 jour 14 jours 28 jours 


1 cE. tuberculine. 


| | 
age a “ + 
4 mg. B. K. Ph. de Koch, | Ph. de Koch. | Ph. de Koch. 
| : 
: ¥ ee cos “4 4 g- pe R aaa cis ate ele 
| Dont la désensibilisation . B. K. Abcés. Ph. mixte. | Ph. de Koch. 
a été incomplete. 9 4 os A ‘erculine. +E ae + 
: 4 mg. B. K. Infiltration. | Ph. de Koch. Abcés. ) 
r j 4 eg. tuberculine. 0 p= + 
4 mg. B. K. Abcés. Ph, mixte. Ph. mixte. 
9 4 cg. tu erculine. 0 = aE 
1 mg. B. K. Abcés. Abcés. Ph. de Koch. 
Bran ig 3 4 cg. tuberculine. 0 0 a 
Dont la désensibilisation 4 mg. B. K. 0 Abcés. Abcés. : 
a été totale. 4 4 eg. tuberculine. 0 + pee inae| | 4 
4 mg. B. K. Abcés. | Ph. mixte. | Ph. de sya Si 
5 i cg. “ab eres 0 0 ries 
. BK. Abcés. — Abcés. Rie. bet) 
: 6 oy cx. tG erculine. 0 st + AY, 
4 mg. B. K. Abcés. Ph. mixte. | Ph. de Koch. 
| | 
COBAYES TEMOINS AUX MEMES DATES A 


ie 


Ge af 
4 mg.B. K. Ph. de Koch. | Ph. de Koch. 
4 cg. tuberculine. tr ats 


i 1 cg. tuberculine. 
ate 
img. B. K. Ph. mixte. | Ph. de Koch. 0 
\ 


(1) Cet animal témoin reproduit donc les fluctuations spontanées dans l’obtention du phénoméne de Koch 
'] 4 des réinoculations successives que nous avons ultérieurement signalées. 
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Vont montré Birkhaug (5), Saenz, Boquet, que la désensibilisation ne 
modifie pas le retard de la dispersion des hacilles de réinfection. 

Le comportement des animaux sera différent selon les cas: tantdt 
le cobaye n’offre aucune réaction locale, il accuse une compléte indif- 
férence au germe nouvellement injecté dans le derme ; tantét il pré- 
sente un petit abcés précoce, contenant exclusivement des bacilles de 
Koch, survenant en quarante-huit heures, se terminant en cing ou 
six jours aprés élimination du pus par cicatrisation compléte : tous 
signes témoignant 4 la fois de la résistance de l’animal au bacille de 
nouvel apport et aussi d’un état particulier de réactivité, état que n'a 
pas fait disparaitre la désensibilisation (cette modalité réactionnelle, 
jamais observée sur un animal neuf, est comparable 4 la réaction 
accélérée décrite par von Pirquet dans l’allergie vaccinale). 
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(5) Brrwuauc, Aela Tubere. seand., 1937, 14, 25. 
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2° Dans aucun cas Pantha désensibilisé ne présente Te phéno 
de Koch lors de Ja réinoculation. 1AM 
3° Lorsque la désensibilisation s’épuise et que réapparait tes réaction — 
: la tuberculine, l’animal répond a Vinjection du bacille, soit cant 
Vabcés précoce, soit par le phénoméne mizte tel que l’a d \y 
Bezangon avec de Serbonnes (formation. abcédée et nécrotique). Quand 
la sensibilité tuberculinique est complétement revenue, nous avons 
constaté que l’animal réagit alors par le phénoméne de Koch, gpk 
et plus exceptionnellement par le phénoméne mixte. bs 
Ainsi, ressort-il bien gue deux éléments distincts, conjoints mais — 
dissociables, entrent dans la constitution du phénomene de Koch, 
 sensibilisation cutanée et résistance Aa la surinfection, sans qu’il soit 
possible d’attribuer 4 la seule réactivité allergique des sigumenis la 
défense a l’égard des germes nouvellement introduits. 

Si la désensibilisation fait disparaitre un des aspects du phénoteene ae 
de Koch, par contre, en aucun cas, spontané ou expérimental, le _ 
fléchissement ou la_ disparition de la sensibilité ‘tuberculinique 
n’entraine une défaillance dans la résistance de l’animal a -la 
surinfection. ; 


(Laboratoire de Bactériologie de la Faculté de Médecine.) 


ACTION DES RAYONS X SUR LE VIRUS DE LA FIEVRE 
APHTEUSE ET LA VACCINE 


par P. BONET-MAURY et M. FRILLEY. 

La méthode d’irradiation a donné avec les rayons X des résultats” 
satisfaisants pour la mesure de la taille relative des bactériophages (1) ; 
avec les rayons a, elle a permis de fixer correctement les dimensions 
des ultra-virus de plusieurs maladies animales (2) et notamment de 
la vaccine. 

Nous apportons ici le résultat d’ experiences) poursuivies depuis trois 
ans sur la sensibilité aux rayons X de 2 virus animaux de tailles 
extrémement différentes : la vaccine et la fiévre aphteuse dermotrope. 

Protocole expérimental : 

L’irradiation est effectuée sous une épaisseur x = 4,3 mm., avec un 
rayonnement X (K du Mo) correspondant A une longueur d’onde 
efficace de 0 95 A et & un coefficient d’ absorption moyen p = 3,5 cm.—?. 
par centimétre cube. La quantité d’énergie absorbée par la suspension 
de virus, exprimée en paires d’ions par centimétre cube, est calculée 
par la formule 5 
Dp Wie Arai a : or 
oe WARE Sa 1 X 10-12 p. i. par centimétre cube. 4 


(1) Wottman et Lacassacne, Ces Annales, 64, 45. te 
(2) P. Boxér-Maury, J. Ch. Physique, 1942. 39. 116. 
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ou D, est la dose en unités r, arrivant A la surface du virus et mesurée 
au moyen de la chambre absolue de A. Rogozinski (10® r = 0,83 x 1018 
p- i. par centimetre cube). 

Pour la vaccine, nous avons utilisé une suspension au 1/10 dans 
Veau physiologique, de cerveau de lapin, mort des suites d’une inocu- 
lation intracérébrale avec la souche neurotrope de la collection de 
C. Levaditi. L’activité de cette suspension, avant et aprdés irradiation, 
a été déterminée avec R. Pérault, par inoculation des dilutions au 1/10 
dans le derme du flanc d’un lapin, préalablement rasé. Chaque animal 
recoit 24 inoculations de 1 c.c. réparties de facon rationnelle, pour 
6liminer les différences de sensibilité du derme suivant la place de 
Vinoculat, et comparer directement au témoin les résultats de chaque 
irradiation. Au bout de six jours, on reléve le taux des inoculations 
positives, ainsi que leur diamétre et la place de la dilution viru- 
lente 50 p. 100 (D. V. 50) est déterminée (3). Le tableau 1 donne les 
résultats d’une expérience type et la figure 1 donne la courbe d’inacti- 
vation, résumant l’observation de 504 inoculations réparties sur 
21 lapins. ~ : 


TasLeau |. (Expérience du 28 décembre 1943.) 


NUMERO DES LAPINS TOTAL 
des 
inoculations 
positives 


i ee 42/42 
Témoin. epee 8/42 
1 0/412 


6/6 
44/412 

a/12 

0/6 


6/6 
42/412 
42/42 

4/6 


12/12 
12/42 


Les expériences sur la fiévre aphteuse ont été réalisées avec le pré- 
cieux concours de M™* Vaisman, qui s’est chargée de l’inoculation des 
cobayes. La suspension virulente est obtenue en broyant dans le 
sérum physiologique des aphtes, apparus dans le derme plantaire du 
cobaye, aprés inoculation de la souche dermotrope de fiévre aphteuse 
de la collection de C. Levaditi. Le titrage est effectué par la méme 


(3) P. Bonét-Maury, Irradiation et méthodes statistiques de titrage, dans 
Traité des ultra-virus des maladies animales, par Levant, Lérine et VERGE, 
Maloine, Paris, 1943. 
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Are 


méthode statistique que celui de la. 
culations positives, aprés inoculation S successives 
de la suspension initiale. Le tableau II correspond & une -ex 
type et la courbe de la figure 2 condense les résultats obtem 


pia) 120 cobayes, soit 240 inoculations. — aCe 


& 


des dilutions successive 


= / 
Dio = 1,6x 10%r 


LOG, DILUTION 50 % 


LOG. DILUTION 50% 


Fic. 2, 


Kory 


Tasteau Il. — Taux d@’inoculations positives. (Expérience du 27 mai A9b4.) 


. 


' DILUTION 


10 —1 10—2 10—3 10—4 40-5 | 10-6 


-—— | ——_—_———_._ | —_____ | —____. 


DEMO ee — 7 a 2/2 3/4 2/6 
‘ ds MeO S Ms Gee sant — = — 4/4 6/6 4/6 
Be SAOS Hobs cape OTS 4/4 — — : 


On remarque que les points expérimentaux des deux courbes SOc 
placent, compte tenu de l’écart expérimental, de facon acceptable 
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sur une droite, c’est-a-dire que les résultats sont compatibles avec une 
mactivation du virus par un seul choc, conformément A la théorie 
quantique. 

Taille et structure du virus de la fiévre aphteuse : 

Pour interpréter les données relatives & ce virus il est utile de les 
rapprocher d’une part de celles obtenues avec les rayons g, ct d’autre 
part de l’inactivation du bactériophage w-X-174 par les rayons X 
et a (4). Le tableau III donne l’énergie (en paires d’ions par centimétre 


cube) nécessaire pour réduire le titre du virus A 10 p. 100 de sa 


valeur initiale (dose D,,). 


\ 


TaBieau III. 
SS a SS I SESS PETE REET 


DIAMETRE 

VIRUS IRRADIATION X | IRRADIATION & a/X par Wawhing 
méthodes 

Vaccine... .. 41,3210 | 41,3 1017 0,4 240 my 
Fiévre aphteuse . ASC HON «. 6,0 1048 ' 6 20-30 mu - 
cy. Goll Tes rar anaes ARO MOte 1 Ga0r 10 45 my. 


La radiosensibilité en X de la fiévre aphteuse apparait ainsi de peu 
supérieure a celle du bactériophage ¢-X-174 dont les dimensions sont 
connues avec une bonne précision (5). Le calcul donne pour le volume 
radiosensible un diamétre : d = 17 my en prenant pour choc actif 


-la création d’une paire d’ions et de d = 24,5 my en admettant que les 


paires d’ions sont produites par groupe de 3 en moyenne. Le diamétre 
de 17 my correspond certainement & une valeur minima ; la valeur 
24,5 reste en bon accord avec les données des autres méthodes. 

On peut obtenir des résultats sur la structure de ce virus en compa- 
rant les données en X et o du tableau III..En effet, on remarque que le 
rapport des énergies nécessaires pour inactiver le virus et le bacté- 
riophage avec ces deux rayonnements sont du méme ordre (6 et 10). 
Ce comportement analogue incline 4 leur attribuer des structures du 
méme type, c’est-a-dire une homogénéité du type macromolécule ou 


gene, traduite chez le bactériophage par la radiosensibilité uniforme 


de tout le corpuscule (5). 

Taille ef structure de la vaccine : 

La courbe d’irradiation de ce virus met en évidence un fait 
inattendu ; malgré leur trés grande différence de taille les deux virus 
ont des radiosensibilités du méme ordre. Il apparait méme que le 
virus aphteux est inactivé par une dose (D,, = 1,2 x 10° r) inférieure 


‘A celle de la vaccine (D,, = 1,6 x 10° r), ce qui au regard de la théorie 


de l’impact semble 4 premiére vue paradoxal. Alors que l’irradiation o 


(4) moveneaer Fruitey et Bonet-Maury, C. R. Soe. Biol., 1944, 438, 487 
et 499. Y 

(5) Lépine, Gruntint, BuLcaKorr et Bonet-Maury, C. R. Soe. Biol., 1944, 
438, 728. 
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avait donné pour la vaccine, dés 1941, une taille correcte (240 mp), 


Y'irradiation X donne des dimensions de peu inférieures a celles a 


la fiévre aphteuse. 3 = 

Le calcul donne un diamétre: d = 15 my (pour une paire dions 
active ou d = 21,5 mp pour des groupes de 3) ; 

Comment expliquer ce résultat surprenant? Deux hypothéses au moins 
peuvent étre retenues ; elles supposent toutes deux une hétérogénéité de 
structure de la vaccine qui la différencie profondément du virus de la 
fievre aphteuse, homogéne vis-’-vis des rayonnements étudiés. 

La premiere hypothése, proposée par Lea et Salaman (6) pour inter- 
préter leurs résultats de V'irradiation de la vaccine en X, q et y, attribue 
aux corpuscules virulents une structure telle que le volume sensible repre- 
sente 1/200 du volume total et se trouve fractionné en 909 centres distincts. 
Ceci suggére évidemment un appareil nucléaire chromosomique, rappro- 
chant le virus des bactéries. _ } 

Nous envisageons de notre cdté, avec R. Latarjet, ’hypothése suivante : 
élément radiosensible du virus vaccina] aurait des dimensions voisines 
de celles du corpuscule de fiévre aphteuse, soit 20 my. Ces éléments consti- 
tuant les unités virulentes réelles, seraient agglomérés en particules de 240 mp 
de diamétre (Micrographie électronique et centrifugation). La structure du 
virus serait analogue A celle que lon observe a plus grande échelle dans 
le virus de la grasserie du ver A soie, dont les particules normales ont 
un diamétre de 5 47, et se désagrégent dans certaines conditions en cor- 
puscules plus petits, conservant Ja virulence. ’ 

Mais comment expliquer que. l'irradiation g donne un volume sensible 
du méme ordre que le volume total du corpuscule vaccinal? On peut 
penser que la structure du virus permet par migration d’énergie linac- 
tivation de toute la masse du corpuscule par la traversée d’une seule par- 
ticule g. La migration d’énergie, du méme type que celle observée dans 
la luminescence des cristaux, la formation de limage latente photogra- 
phique, etc., doit se produire d’ailleurs dans toute action biologique des 
rayons g car le rapport des énergies X et g produisant un effet biolo- 
gique donné est trés inférieur A celui qu’on pourrait calculer d’aprés 
Yespacement des paires dions (7). . 

Quoi qu'il en soit, ces résultats comme ceux de la micrographie élec- 
tronique américaine (aspect de dé A jouer de la vaccine) et de l’analyse 
chimique aménent 4 attribuer au virus vaccinal une structure complexe, 
sur la nature exacte de laquelle nous ne sommes pas encore fixés, mais 
nettement différente de la structure homogéne, sans doute macromolécu- 
Jaire du virus de Ja fiévre aphteuse et du bactériophage o-X-1T74. 

Si lon rapproche nos conclusions de celles de Latarjet et Wahl (8) 
obtenues par des raisonnements analogues, sur la différence de structure 
des bactériophages C,, et S,,, Mactivés par les rayons X et ultra-violets, 


(6) Lea et Saraman, Ces auteurs ayant expériment iti 
tres différentes (virus desséché) ie eéenttate ne Sages 
rables directement aux ndtres. Jl en est de méme des expériences de 
Lacassagne et Nyka, C. R. Soe. Biol., 1938, 427, 1038. 

(7) Leespacement moyen de deux paires dions est de Vordre de 15 m 
pour le rayonnement K du Mo, tandis que cet intervalle est de Vordre de 
Deel ee g, - Dans une sphére de 15 mp, atteinte par une 

re OU gq, 1 i i 7} 
ae eae . y a, en moyenne, production de 57 paires dons xg 


(8) Laranser et Want. ces Annales, 1945, 74, 336. 


on met mieux en évidence les ressources trés particuliéres de la méthode 
dirradiation lorsqu’on dispose des données relatives 4 l’'action de rayon- 
nements différents sur un méme objet biologique. 


(Institut du Radium et Institut Alfred-Fournier.) 


SUR L'UTILISATION PRATIQUE DES MICROMETHODES 
EN SEROLOGIE 


par R. LAPORTE et L. HARDRE DE LOOZE. 


Les réactions utilisées en sérologie sont beaucoup plus qualitatives 
que quantitatives. Lorsqu’on les effectue, il importe de distribuer les 
réactifs dans des proportions déterminées, mais il serait illusoire de 
rechercher une précision extréme des. mesures, Les substances 
employées dams ces réactions ne peuvent étre obtenues, en effet, a 
. l’état de pureté ; leur nature exacte est encore inconnue et leur acti- 
vité inconstante. Aussi est-il relativement simple d’adapter les 
4 techniques sérologiques en micro-méthodes. La tendance actuelle de 
‘4 la sérologie pratique est de réduire de plus en plus les doses des 
réactifs, celles du sérum notamment. 

C’est ainsi qu’en ce qui concerne le séro-diagnostic de la syphilis — 

application de beaucoup la plus importante des méthodes sérologiques 
— les quantités de sérum employées par les premiéres techniques 
(Bordet-Wassermann classique, réaction de Calmette-Massol) ont été 
_considérablement réduites avec les techniques modernes. Les procédés 
de Debains ou de Demanche n’emploient en pratique que 0,10 c. c. 
de sérum au total ; ce sont donc déja presque des micro-méthodes. Les 
réactions de floculation spécifiques ne nécessitent pas non plus de 
grandes quantités de sérum; seule la réaction de Kahn en exige 
0,45 c..c. 

Or, la faiblesse encore notable de sensibilité de la plupart des 
techniques et une imperfection de la spécificité de certaines d’entre 
elles rendent souvent le diagnostic aléatoire si l’on ne pratique pas 
pour chaque sérum au moins 2 réactions : une d’hémolyse, type Bordet- 
Wassermann, et une floculation. Un séro-diagnostic de la syphilis 
exige donc, en moyenne, environ 1 c. c. de sérum, ce qui ne peut étre 
obtenu dans la pratique qu’en procédant 4 une ponction veineuse. Cette 
nécessité entrave l’application du séro-diagnostic au dépistage systéma- 
tique de l’infection dans de grandes collectivités. Pour atteindre ce but 
il nous faut des micro-méthodes précises, d’emploi facile, pouvant 
étre effectuées avec trés peu de sérum que l1’on peut alors obtenir en 
prélevant du sang par simple piqdre des téguments. Les deux qualités 
indispensables que doivent posséder les micro-méthodes sont donc une 
grande simplicité de technique — condition formelle de leur diffusion — 
et une streté aussi grande que celle des macro-méthodes. 

Les auteurs des différentes techniques utilisées dans Jes laboratoires 
de sérologie (Meinicke, Kahn, Hinton, Eagle, Kline) ont adapté leurs 
procédés aux micro-méthodes mais les solutions proposées sont compli- 
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quées ; elles. nécessitent un matériel cofiteux et difficile A réaliser, ce 
qui en contre-indique l’emploi pour le dépistage en grande série. Dans _ 
ces derniéres années divers auteurs (Chediak, Ko-Da-Guo, Demanche) 
ont proposé, pour le diagnostic de la syphilis, d’utiliser le sang desséché 
préalablement recueilli sur une lame de verre ou sur papier filtre. On — P 
effectue certaines réactions (Meinicke, Bordet-Wassermann) avec ]’extrait oe 
aqueux du sang desséché comme avec le sérum. Ces micro-méthodes au a 
sang sec, malgré leur simplicité et leur caractére apparemment pra- 
tique, n’ont pas donné les résultats attendus. Elles sont en effet trop —_ 
peu sensibles et leur technique est particuliérement difficile, la pré- 
sence d’hémoglobine génant considérablement les lectures. 

Il était donc indiqué de chercher & rendre pratiques les micro- 
méthodes au sérum. Nous pensons avoir atteint ce but en réduisant. 
simplement suivant un rapport déterminé les doses de chacun des 


réactifs employés dans les techniques habituelles. Le probléme a 2 
résoudre était de trouver un moyen pratique pour mesurer de trés 4 
faibles quantités de liquides. Nous y sommes parvenus en procédant a 
a la distribution des réactifs par micro-gouttes. Une pipette Pasteur, S 


deux fois effilée et coupée ensuite de telle sorte que sa pointe ait un j 4 
calibre permettant d’obtenir, avec une précision suffisante, XL gouttes ‘ 
au centimétre cube, suffit- pour distribuer le sérum dans toutes les 
réactions. On peut ainsi effectuer le Bordet-Wassermann avec 0,05 cc. c. 
de sérum (0,025 dans chacun des tubes; tube de réaction et tube 
témoin) et cela dans les mémes conditions qu’avec les techniques habi- . 
tuelles. Bien entendu les doses des autres réactifs sont réduites dans 

- Ja méme mesure que celles du sérum. On réalise ainsi en quelque sorte 
un demi-Wassermann. Les micro-pipettes au 1/40 sont trés faciles 
4 faire et avec un peu d’habitude on les obtient sans tatonnement en 
nombre aussi grand qu’il est nécessaire ; elles sont munies d’une tétine 
en caoutchouc. On en prépare en outre de beaucoup plus fines donnant 
par exemple GC gouttes de suspension colloidale d’un antigéne alcoo- 
lique (type antigéne de Kahn) au centimétre cube. Ce qui importe c’est 
de calibrer chaque pipette avec le réactif pour lequel on la destine. Les — 
réactions sont effectuées dans des tubes & hémolyse, de diamétre plus 
étroit que ceux d’usage courant [5 4 7 mm. de diamétre intérieur] (1). 

On opére les prélévements de sang par une petite incision, avec un 
vaccinostyle, du lobule de l’oreille ; le sang est recueilli dans un micro- 
tube de 5 mm. de diamétre et de 50 mm. de long. 0,4 4 0,5 c. c. de 
sang sont largement suffisants pour procurer la quantité de sérum 
nécessaire 4 2 réactions au moins. Les techniques qui nous ont 
donné les meilleurs résultats sont : le micro-Wassermann (adaptation 
des méthodes Debains, Demanche ou Kolmer, la réaction de Kline (cette 
réaction est déja une micro-méthode, puisqu’une seule goutte de sérum 
suffit pour l’effectuer), le micro-Sachs-Witebsky (1/40 de centimétre cube 
de sérum), le micro-Meinicke (méme dose de sérum). La réaction de 


(1) Lorsqu’on a beaucoup de sérums A distribuer il est difficile d’avoir 
une pipette pour chaque sérum. L’expérience prouve qu'il n’y a pas 
@inconvénient A utiliser la méme pipette pour plusieurs sérums A condi- 
tion de rincer trois fois au moins la pipette avec de l'eau physiologique 


entre chaque sérum. La présence d'une tétine facilite beaucoup cette opé- 
ration et la rend trés rapide. 
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Kahn peut étre adaptée en micro-méthode, mais pour lui conserver ses 
caractéres de sensibilité et de spécificité on doit l’effectuer en 3 tubes, 
ce qui ne peut pas étre réalisé avec moins de 0,10 c. c. de sérum. _ 
En résumé, l’emploi de micro-pipettes faciles A construire et donnant 
des micro-gouttes, de volume déterminé pour chaque réactif, est la 
solution que nous proposons pour transformer d’une maniére tres 
simple et pratique les techniques courantes de: la sérologie en micro- 
techniques. Les résultats que nous avons obtenus en effectuant sur pres 
d’un millier de sujets des examens comparés avec le sang pris a la 
veine (macro-techniques) et celui prélevé A l’oreille (micro-techniques) 
nous ont montré la concordance presque absolue des résultats obtenus 
dans les deux cas. Il semble donc que nous ayons dans les micro- 
méthodes au sérum un procédé simple et d’application pratique pour 
entreprendre de grandes enquétes sérologiques. 


(Unstitut Alfred-Fournier, Laboratoire de Sérologie.) 


ESSAIS DE DIFFERENCIATION DES AGGLUTININES | 
ANTI-MOUTON APPARUES AU COURS DE LA 
MONONUCLEOSE INFECTIEUSE ET 
APRES SEROTHERAPIE 


par SOHIER et L. GIRIER. 


On savait que les agglutinines anti-mouton apparaissaient non seu- 
lement au cours de la mononucléose infectieuse, mais aprés injection de 
sérums divers, mais on pensait pouvoir les distinguer par leur compor- 
tement différent au cours d’épreuves d’absorption effectuées avec les 
globules rouges de bceeuf et le rein de cobaye bouillis. 

Or, récemment, M. Demanche a rapporté, et nous avions eu 1|’occa- 
sion de constater que dans certains cas les agglutinines élaborées apr¢s 
sérothérapie pouvaient avoir des caractéres trégs comparables, voire 
méme identiques & ceux de la M. I. (1), du moins en utilisant la 
technique actuellement adoptée en France (2). Etant donné 1l’impor- 
tance dogmatique et pratique de telles constatations et les erreurs aux- 
quelles elle risquerait de conduire, puisque la réaction d’agglutination 
de Paul-Bunnell-Davidsohn constitue un des éléments fondamentaux du 
diagnostic de la M. I. et a contribué a l’isolement de cette affection, 
qui selon toute vraisemblance est une adénolymphoidite spécifique, 
nous avons cherché s’il était possible de caractériser les deux types 
d’agglutinines autrement que par leur comportement vis-a-vis des 
antigénes de boeuf et de cobaye. 

Les résultats obtenus aprés de nombreux essais effectués avec le sang 


(1) Lire M.}. pour mononucléose infectieuse; R.A. pour réaction 
d’agglutination de Paul et Bunnell. 

(2) Absorption effectuée en une heure a la température du laboratoire, 
une partie de sérum pur pour quatre parties d’antigéne dilué a 20 p. 100. 
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de 103 sujets ayant recu du sérum (soit équin : antidiphtérique, anti- : 
tétanique, antigangréneux, soit de lapin : « anthema ») et au cours 


de 7 mononucléoses infectieuses seront rapportés briévement. 
En ne considérant comme réaction positive que les sérums aggluti- 


nant les hématies de mouton 4 un taux égal ou supérieur au 1/80 avec 


absorption de 100 p. 100 ou au minimum de 98 p. 100 des agglutinines 
par les hématies de boeuf et de 0 4 75 p. 100 au maximum par le rein 
de cobaye, nous n’avons constaté aprés sérothérapie que 3 R. A. posi- 
tives, soit 2,9 p. 100. 

Les épreuves d’absorption par les hématies de cheval fraiches ou cuites 
n’ont pas’ permis de différenciation. Si le rein de cheval bouilli absorbe 
les agglutinines anti-mouton apparues aprés sérothérapie et ne déplace 
pas ou trés peu celles observées dans la M. I., il arrive que cette absence 
de déplacement s’observe aussi dans quelques rares cas ou la R. A. 
apparue aprés injection de sérum est d’un type voisin de la M. I. 


On pouvait penser aprés Davidsohn que des absorptions successives : 


par le rein de cobaye permettraient de distinguer les deux variétés 
d’agglutinines, mais s’il est vrai que celles apparues aprés sérothérapie 
sont totalement enlevées par deux absorptions, méme dans le cas de 
R. A. du type de la M. I. et si dans cette maladie elles ne sont habituel- 
lement pas déplacées par cette technique, il arrive que certains sérums 
de M. I. & taux d’agglutinines faibles se comportent au regard de cette 
épreuve comme ceux de sujets ayant subi une sérothérapie. 

Certaines constatations de Stuart nous ont conduits 4 chercher les 
taux d’agglutination comparés pour les hématies de mouton et de lapin. 
Nous avons alors constaté que pour tous les sérums de M. I. le taux des 
agglutinines anti-lapin était dans la majorité des cas (6 cas sur 7) infé- 
rieur A celui des agglutinines anti-mouton ou tout au plus égal (1 cas 
sur 7). Par contre, aprés sérothérapie, le taux des agglutinines anti- 


-lapin est trés rarement égal (5 p. 100 des cas) et presque toujours 


notablement supérieur (95 p. 100 des cas) A celui des agglutinines anti- 
mouton (3). De toutes facons d’ailleurs, dans les R. A. post-sérothéra- 
piques du type de celles de la M. I. qui, rappelons-le, sont rarement 
rencontrées (2,9 p. 100), il s’est toujours montré nettement supérieur. 

Un fait également mérite d’étre signalé. Lorsqu’on injecte du sérum 
a un sujet guéri d’une M. I. au cours de laquelle i] avait présenté une 
R. A. positive avec agglutination des hématies de mouton plus forte que 
celle des globules rouges de lapin, on fait apparaitre des agglutinines 
actives 4 la fois sur les hématies de mouton et de lapin, mais cette 
fois 4 des taux notablement plus élevés pour ces derniéres que pour 
les globules rouges de mouton. 

Il semble donc, sauf 4 trouver une technique meilleure, qu’il soit 
utile, avant d’interpréter le résultat d’une R. A., de savoir si le malade 
a recu par voie parentérale une albumine hétérogéne (équine en parti- 
culier) et il est prudent dans ce cas de compléter la R. A. par une 
épreuve comparée d’agglutination des hématies de lapin, ou, en son 
absence, de faire toutes réserves sur la signification du Heo) 


3) On observe parfois un phénoméne de zone, lagglutination des hématies 
de lapin étant nulle ou insignifiante pour des dilutions allant du 1/5 au 


1/40 et apparaissant trés intense pour des dilutions plus fortes. On devta 
en tenir compte lors de lépreuve. 
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REACTIONS LOCALES PRODUITES PAR LE BCG 
INOCULE PAR SCARIFICATIONS CHEZ 
LES MALADES TUBERCULEUX 


par Lucrenne CORRE. 


Lorsque le BCG est introduit dans l’organisme soit par des piqdres 
cutanées multiples (méthode de S. R. Rosenthal), soit par des scarifica- 
tions de la peau (méthode de Négre et Bretey), chez le nouveau-né ainsi 
que chez l’enfant et l’adulte non encore tuberculisés et dont 1l’anergie 
a été mise en évidence par le caractére négatif d’une cuti-réaction a la 
tuberculine, on observe l’apparition, au niveau méme des scarifications, 
de trés petits nodules survenant dans un délai de huit jours 4 trois 
semaines et disparaissant en quelques semaines sans laisser de cicatrices. 

Il nous a paru intéressant d’étudier les réactions locales provoquées 
par la méme methods appliquée & des malades adultes, tuberculeux 
ou non. 

Dans toutes nos observations, nous avons utilisé le vaccin BCGSP 
préparé 4 l'Institut Pasteur, en suivant la technique habituelle et en 
pratiquant, avec ce vaccin, deux scarifications en forme de croix. 

Dans ces conditions, voici les observations que nous avons recueillies : 


I. La premiére série de nos recherches a été pratiquée chez 17 malades 
adultes, agés de vingt 4 cinquante ans et présentant tous une tuber- 
culose pulmonaire, soit évolutive en période fébrile, soit régressive, soit 
stabilisée sous l’influence d’un pneumothorax. Certains de ces malades 
présentaient une tuberculose de forme fibreuse, d’autres une tuberculose 
de forme ulcéro-caséeuse ; d’autres enfin, une primo-infection tubercu- 
leuse, dont un érythéme noueux. Chez tous ces malades, une cuti-réac- 
tion 4 la tuberculine pratiquée les jours précédents s’était révélée posi- 
tive, avec une intensité moyenne (+); un seul malade, porteur de 


tuberculose fibreuse torpide, présentait une cuti-réaction 4 la tuberculine 


fortement positive (+ +). 

Les scarifications au BCG S.P. ont entrainé chez tous ces maladeg 
une réaction locale qui a évolué de facon a peu prés identique, présen- 
tant seulement des différences dans 1’intensité. 

Tout d’abord, contrairement a4 ce qui se passe chez le sujet neuf, la 
réaction est apparue trés précocement. Aprés vingt-quatre a quarante- 
huit heures, s’est développée, au niveau et autour de la scarification, 
une papule rouge, arrondie, infiltrant la peau. Au troisiéme jour, s’est 
constitué, dans certains cas, un petit nodule ; et méme, chez 4 de nos 
malades, on a vu se former, dés ce troisiéme jour, une véritable pus- 
tule. Chez 5 autres malades, le pus n’a fait son apparition franche que 
vers le cinquiéme jour, date 4 laquelle en général, on note le maximum 
de la réaction. D’abord contenue sous une mince pellicule, cette goutte- 


lette de pus sourd bientét lorsque se somipt cette dnveladee: ae eS ety: 

de la réaction ne semble pas étre en rapport avec la forme clinique de a 

tuberculose présentée par les malades. etate 
A partir du cinquiéme ou sixiéme jour, la phase de régression a: 4 


commencé et, dans la plupart des cas, on pouvait déja noter, vers teu 


‘septiéme jour, un début de cicatrisation ; la pustule, quand il en existe, x 


se flétrit ; une crovditelle se forme, gardant souvent Ja disposition en 


de constater que la scarification de la peau au BCG donnait lieu a une 
réaction locale précoce et importante. Quelques faits particuliers sont 4 
signaler : Ja réaction la plus importante a été observée chez le tuber- 
culeux pulmonaire fibreux dont la réaction 4 la tuberculine était égale- 
ment la plus intense (+ +). Chez ce malade, yn examen du pus prélevé 
au troisiéme jour, sous la mince pellicule qui le recouvrait, a montré, 
au milieu de nombreux polynucléaires altérés, ]’existence de rares 
bacilles de Koch. Enfin, notons que chez quelques malades, la cuti- 
réaction & la tuberculine renouvelée quelques semaines aprés les scari- 


fications au BCG n’a montré aucune modification de ses caractéres 
précédents. 


croix des scarifications, toujours entourée d’une aréole encore rouge, “3 
plus ou moins étendue, mais ne dépassant pas 3 4 4 millimetres. So 
Durant la deuxiéme semaine, la crofite s’affaisse progressivement en : 
diminuant de volume et, vers la fin de la troisitme semaine, on note 
le plus sofivent l’existence d’une cicatrice gaufrée et rouge, conservant ~ he 
sa forme de croix. ~_ r ‘ ig 

Pendant toute l’évolution de ces phénoménes Jocaux, les malades ~ = 
n’accusent aucun trouble général ; en particulier, on n’observe aucune 
modification de la courbe thermique ; mais au cours des premiéres = 
journées, les malades se plaignent d’une légére douleur locale. _ ~< 

En résumé, cette premiére série de malades tuberculeux nous a permis 2 


II. Parallélement, nos épreuves ont porté sur une deuxiéme série de 
malades adultes, porteurs de tuberculose pulmonaire trés évolutive. 
arrivée 4 la phase terminale ‘et dont la cuti-réaction & la tuberculine 
était négative (—) ou tout au moins trés. faiblement positive (++). Or, 
chez tous ces malades, aucune réaction locale n’était apparue au troi- 
siéme jour de la scarification ; tout au plus, pouvait-on noter une trés 
infime rougeur chez 3 d’entre eux ; rien de plus n’apparut les jours 
suivants, sauf chez une seule malade qui présenta, vers le dixiéme 
jour, une petite élevure, en regard de la scarification, contenant des 


traces de pus. Une croititelle d’aspect cicatriciel apparut vers la troi- 
siéme semaine. 


Ill. Il nous a paru intéressant d’observer, chez une troisiéme série 
de malades, la réaction locale. consécutive aux scarifications au BCG 
lorsque cette épreuve est appliquée, non plus A des_ tuberculeux 
évolutifs, mais & des malades hospitalisés pour tout autre affection. 

C’est ainsi que furent observés en particulier deux malades atteints : 
lun de cancer du poumon, Vattre d’abcés du poumon. Notons que 
ces deux malades avaient une cuti-réaction & la tuberculine négative. 
Les scarifications au BCG ne donnérent chez eux aucune réaction 


durant les premiers jours, mais, d’une facon retardée, apparut vers 
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NAM echt ae | ; : Age 


oe panne tt 


SOCIETE FRANGAISE DE MICROBIOLOGIE 443 
le sepligme jour une papule rouge dont le maximum ne fut atteint 
que vers le douziéme jour sous forme d’un petit nodule rouge qui 
commen¢a a se cicatriser vers le quinziéme-vingti¢me jour. I] est A 
noter d’ailleurs que, chez ces deux malades, la cuti-réaction a la tuber- 
culine renouvelée quelques semaines plus tard se révéla légerement 
positive. 

Par contre, 2 autres malades porteurs : l'un d’un cancer du larynx, 
Vautre de rhumatisme chronique et dont la cuti-réaction était égale- 
ment négative, réagirent aux scarifications par BCG dans. les délais 
habituels des malades tuberculeux, mais d’une facon minime : une 
papule rouge au troisiéme jour. 

La méme épreuve fut encore appliquée 4 d’autres malades divers, 
dont les cuti-réactions & la tuberculine étaient cette fois positives : 
diabétes insipides, néphrite chez un tuberculeux osseux, tumeur bron- 
chique, etc. Ici les réactions provoquées par les scarifications au BCG 
furent sensiblement égales a celles des malades tuberculeux de la 
premiére série, avec maximum de la réaction vers le troisiéme-qua- 
triéme jour. I] faut signaler particuliérement l’importance extréme de 
la réaction chez une malade qui avait d’ailleurs présenté auparavant 


une cuti-réaction a la tuberculine trés intense (+++). Trés rapide-— 


ment aprés la scarification au BCG, cette malade présenta une réaction 
trés vive, dont le maximum fut noté au troisitme jour avec escarre, 
véritable perte de substance, grande quantité de pus, laissant aprés 
elle une grosse crotite pendant plusieurs semaines. 


TV. Chez une derniére série de malades, nous avons recherché si les 
réactions aux scarifications faites avec du BCG chauffé une demi-heure 
a 80° étaient les mémes que celles produites par les bacilles vivants. 
L’épreuve a été pratiquée chez 12 malades divers : tuberculeux stabi- 
lisés ou trés évolutifs, primo-infection tuberculeuse, affections diverses 
non tuberculeuses. 

Parmi ces malades, 10 avaient auparavant présenté une cuti-réaction 
4 la tuberculine positive. Chez eux, 1’évolution de la réaction au BCG 
tué est resté, en général, paralléle A la réaction produite, dans les 
mémes conditions, chez les malades précédents, au moyen de bacilles 
vivants : début précoce, maximum au cinqui¢éme-sixiéme jour ; début 
de cicatrisation au dixiéme jour ; cependant l’intensité est peut-étre 
restée, en général, un peu moindre. Une pustule a été observée dans 
deux cas seulement ; le pus prélevé n’a montré que des polynucléaires 
altérés, sans bacilles de Koch visibles. ner 

Les deux autres malades, tuberculeux trés évolutifs, & cuti-réaction 
négative, n’ont donné également aucune réaction aux scarifications 
par les bacilles tuberculeux tués. 


V. Des observations recueillies chez ces quatre séries de malades, 
nous pouvons tirer les conclusions suivantes : 

1° D’une maniere générale, la réaction au BCG S.P. vivant ou tué, 
est paralléle A la cuti-réaction 4 la tuberculine, mais elle est beau- 
coup plus intense que celle-ci ; notamment, elle provoque fréquem- 
‘ment de la suppuration ; ce qu’on n’observe jamais 4 la suite d’une 
cuti-réaction 4 la tuberculine. 


2° Contrairement a ce qui se passe chee les. sujets 
fications au BCG entrainent une réaction beaucoup plus pré e 
bien plus importante chez les sujets tuberculisés. 

3° Enfin, chez certains malades, non tuberculeux, la reactone est 
peut-¢tre retardée, moins intense, intermédiaire entre celle des tuber: 


= 


culeux et celle des sujets neufs. reer eats | 


(Services de M. le D® Kourilsky, Hopital Foch, Suresnes 
et de M. A. Boquet, Institut Pasteur.) 
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La communication suivante paraitra en Mémoire dans les Annales B=: 
de UInstitut Pasteur : 7 


Fréquence de la lysogénéité et moindre fréquence de la ioe = 
sensibilité parmi les bacilles paratyphiques B, par P. peie Re) 
ig GRABAR et P. Grperr. ’ 


Séance du 5 avril 1945. 


PRESIDENCE DE M. N&GRE. 


COMMUNICATIONS 


RECHERCHES SUR LES CARACTERES CULTURAUX 
ET BIOCHIMIQUES DE PLECTRIDIUM SAPROGENES 


par A. R. PREVOT et M. WEISLITZ. 


Kn 1904, dans son étude sur la biologie de la putréfaction, 
G. Salus (1), décrivit une espéce anaérobie putride non protéolytique, 
isolée de la viande putréfiée, ne liquéfiant que lentement la gélatine, 
sous le nom de B. saprogenes carnis. Bien que cette description soit 
trés courte et tout juste suffisante pour caractériser une espéce, elle a 
été retenue par l’un de nous (2) dans sa classification des anaérobies 
sous le nom de Plectridium saprogenes, ceci afin de rendre sa dési- 


(1) G. Satus. Arch. Hyg., 1904, 54, 97. 


(2) A.-R. PREvor. Manuel de ‘Classification des Anaérobies, 1 vol. Mas- 
son, 1940. a> 
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gnation conforme 4 la nomenclature binominale et pour la situer 
exactement dans le genre auquel elle appartient : elle posséde en effet 
les trois caractéres du genre Plectridium : spores terminales, mobilité, 
positivité du Gram. Cette esptce ne semble pas avoir été retrouvée 
depuis sa description et n’a donné lieu, A notre connaissance, a 
aucune recherche depuis 1904. Nous avons pu en faire l’étude grace a 


_la souche « Fd I » isolée il y a quinze ans de la flore d’une fermen- 


tation butyrique industrielle tournée au putride et entretenue depuis 
cette 6poque dans notre collection. Ceci indique tout d’abord la longé- 
vité remarquable de cette espéce. Sa thermorésistance est de deux 
minutes 4 100°. Malgré sa mobilité évidente et irés marquée, les 
colonies en gélose profonde sont nettement lenticulaires, ce qui 
indique que cet anaérobie n’attaque pas les galactanes (3) ; mais le 
dégagement gazeux y est abondant. Le pouvoir réducteur est trés 
marqué : la phénosafranine et le rouge neutre sont virés en culture 
de facon irréversible ; la safranine est virée de fagon' temporaire ; ceci 
indique que le rH descend d’abord légérement au-dessous de 2,5, puis 
remonte et reste compris entre 2,5 et 3,1. Le nitrate de sodium n’est 
pas réduit en nitrite. Les glucides suivants sont activement fermentés : 
glucose, lévulose, maltose, galactose, saccharose, lactose, arabinose, 
xylose, sorbite, dulcite, inuline et amidon ; la glycérine et la mannite 
le sont légéerement. La gélatine est lentement liquéfiée et ne perd la 
propriété de se recoaguler qu’au sixiéme jour d’étuve. Le lait est 
coagulé en quarante-huit heures et ne subit pas d’autres modifications 
ultérieures. Le blanc d’ceuf coagulé, le sérum coagulé, la fibrine, la 
ceryelle ne sont »as attaqués. Le cube de foie immergé dans le bouillon 
glucosé noircit de facon marquée. Le bouillon glucosé est fortement 
troublé, dégage beaucoup de gaz et répand une odeur putride trés 
marquée due en partie 4 une petite quantité de SH?. A la fin de la 
fermentation, qui dure une huitaine de jours, le pH est de 4,4 ; l’aci- 
dité volatile totale est de 0,165 g. pour 100 c.c.; la quantité d’NH? 
est de 0,047 g. pour 100 c.c. de culture. Parmi les produits volatils 
on trouve des traces d’alcool et d’aldéhyde, mais ni cétone, ni amine ~ 
volatile. On ne trouve pas non plus d’acétylméthylcarbinol dans 100 c. c. 


de culture. Les acides volatils recueillis sont l’acide acétique et lacide 


butyrique dont le rapport quantitatif est a On trouve aussi 
une notable quantité d’acide lactique. Il ne se produit pas de corps 
a fonction phénolique, en particulier ni indol, ni scatol. Le pouvoir 
pathogéne de cette espéce est nul ; elle ne produit ni toxine, ni hémo- 
lysine. C’est -probablement un héte des sols arables et de |’intestin 
des bovidés. 

L’étude biochimique de cette espéce pose 4 nouveau un problime 
souvent rencontré dans 1’étude des anaérobies. C’est celui de la putré- 
faction sans protéolyse. Ce germe est en effet incapable d’attaquer les 
protéines. C’est un peptolytique, gélatinolytique, glucidolytique ; la 
putréfaction qu’il provoque est celle des peptones et l’odeur fétide qu’il 
en dégage n’est pas explicable par la petite quantité d’SH? qu’il 


(3) A-R. Prévor. Bull. Soe. Philom. Paris, 1938, 424, 80. 


produit. ue en dehors de ce dui "idling cnae 
aucun des ‘catabolites fétides connus tel que scatol, 
liles, etc. Tl y a 1&4 une lacune dans Ja connaissance des processus 
putréfaction. et nous signalons l’intérét qu’il y aurait a rechercher " 
nature des produits fétides des anaérobies non protéolytiques, car cette — on) 
connaissance pourrait expliquer Je mécanisme intime de ces aie vie =. ; 


(Institut Pasteur. Service des Anaérobies.) 


ENTRETIEN D'UNE SOUCHE DE VIRUS POLIOMYELITIQUE 
ADAPTE A LA SOURIS BLANCHE (SOUCHE LANSING) 


par J. VIEUCHANGE. 


A la suite de l’adaptation par Armstrong d’un virus poliomyélitique 
(souche Lansing) au rat du coton (1) (Sigmodon hispidus hispidus), 
puis 4a Ja souris blanche (2), ]’étude expérimentale de cette souche a 
été poursuivie simultanément en France par C. Levaditi (3) et G. J. Ste- 
fanopoulo (4). Les observations faites par Armstrong, sur la souris, 
ont été, dans l’ensemble, pleinement confirmées par ces auteurs. 
Ceux-ci ont, en particulier, bien mis en évidence deux faits impor- 
tants : 

1° L’irrégularité de la période d’incubation de la maladie expéri-— 
mentale de la souris : cette période pouvant varier de deux a cent cing | 
jours ; ae 

2° L’absence fréquente de paralysies : la mort des animaux pouvant | 
survenir sans qu’on ait pu observer de signes_ prémonitoires bien 
caractérisés. i 

Toutefois, alors qu’Armstrong note, 4 Ja suite des passages sur les. 
souris, une augmentation de la proportion des animaux paralysés, 
C. Levaditi et G. J. Stefanopoulo ont observé, au cours de leurs essais, 
des variations importantes du pouvoir pathogéne. C. Levaditi a signalé 
l’allongement de la période moyenne d’incubation (12,7 jours pour les 
souris du premier passage, et 24,6 jours pour celles du septi¢me pas- 
sage) et une certaine augmentation de la fréquence des survies (de 16 & 
43 p. 100 de survies aprés le troisiéme passage). Il en conclut a Vatté- 
nuation de la virulence de Ja souche. 

Grace 4 l’obligeance de M. C. Levaditi (5), qui a mis ’ notre dispo- 
sition des échantillons de virus-souris en novembre 1943, nous avons 


(1) Ch. Armsrronc. Publ. Health Rep., 1939, 54, 1719. 

(2) Ch. Armsrronc. Publ. Health Rep., 1939, 54, 2302. 

(3) C. Levaprrr. Bull. Acad. Méd., 1941, 124, 418; 1941, 425, 285; 1941, 
425, 392 ; 1942, 126, 76; C. R. Soc. Biol., 1942, 136, 417. 

(4) G. J. STEFANOPOULO, S. DUuvoLon etc: ’ Erive. Ces Annales, 1942, 68, 343. 


(5) Nous prions M. Levapitr de vouloir bien agréer nos plus vifs remer- 
ciements. 
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paralysies chez de nombreux animaux entrainent pour conséquences : 
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eu la possibilité d’étudier cette souche et de confronter’ nos résultats 
avec ceux des auteurs précédents. 

Technique. — Pour les passages ordinaires, on utilise une suspension 
de plusieurs fragments étagés du névraxe (frais ou conservés en glycé- 
rine) provenant d’une ou plusieurs souris  sacrifiées paralysées ou 
mortes aprés avoir présenté des signes de paralysie et pour lesquelles 
l’examen histologique du névraxe a révélé l’existence de lésions polio- 
myélitiques. L’utilisation de fragments du névraxe pour les passages, 
la conservation du virus en glycérine, la fixation de divers niveaux 
pour examen histologique ont pour conséquence le morcellement du 
névraxe en de nombreux fragments. Aussi, pour les passages, n’uti- 
lise-t-on de la substance nerveuse de chaque souris qu’une quantité 
dont le poids ne dépasse pas, en moyenne, 0,15 g. 

Les inoculations sont faites par voie intracérébrale, & la dose de 
3/100 de centimétre cube. Les suspensions sont préparées au taux de 
1 p. 20 dans I’eau physiologique. En effet, selon les expériences de 
C. Levaditi (6), cette concentration est aussi active que la concentration 
de 1 p. 10; par contre, le pouvoir pathogéne baisse sensiblement a la 
concentration de 1 p. 50. Comme nous avions précédemment observé 
pour le neurovaccin (7) (cerveau de lapin infecté ou mort de neuro- 
vaccin) qu’ la concentration de 1 p. 10 on n’est pas absolument:a 
l’abri de l’effet de substances capables de modifier l’action pathogéne 
du virus, il nous a semblé préférable, en raisonnant par analogie, 
d’écarter, pour le virus Lansing, la concentration de 1 p. 10 utilisée 
par C. Levaditi. 


La longue durée fréquente de la période d’incubation, l’absence de 
1° l’observation des animaux pendant un temps au moins égal a la 
plus longue période d’incubation rapportée par les auteurs, soit 
cent cing jours, et 2° la recherche systématique des lésions histolo- 
giques permettant de poser le diagnostic de l’infection, chez toutes les 
souris qui ont succombé pendant la période d’observation, qu’elles 
aient ou non présenté des paralysies. be 

Statistique générale. — Pour les seuls passages, il a été inoculé 
115. souris avec 97 résultats positifs, soit 84 p. 100. La durée d’incu- 
bation a présenté des variations importantes, oscillant de deux 4 quatre- 
vingt-douze jours (v. graphique), avec deux périodes de fréquence maxi- 
mum, Ja premiére autour du quatri¢éme jour, la seconde autour du 
quatorziéme jour. 

Il a été observé des paralysies chez 32 animaux. 65 souris sont mortes 
sans signes paralytiques précédant la mort, mais avec des lésions plus 
ou moins intenses de poliomyélite décelables 4 ]’examen histologique 
du névraxe. 18 animaux ont résisté. Pour ces derniers, on a pratiqué 
soit l’examen anatomo-pathologique, sans trouver les lésions caractéris- 
tiques de la poliomyélite, soit l’inoculation d’épreuve : les souris qui 
ont recu cette seconde inoculation ne possédaient pas, en régle, d’immu- 
nité. (Treiziéme passage : 4 souris survivent a l’inoculation du virus de 
passage ; éprouvées le soixante-quatorziéme jour aprés la primo-inocu- 


} 


(6) C. Levapit1. Bull. Acad. Méd., 1941, 125, 392. 
(7) J. Vueucuance. Bull. Acad. Méd., 1940, 123, 101. 
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lation, toutes meorant da foinsmne au vingt- sepueaie jour avec des f 
lésions . poliomyélite a l’examen microscopique du ERG Quinziéme 
_ passage : 5 souris survivent & la premiére inoculation ; éprouvées le 

cent quarante-quatriéme jour aprés la primo- “imoculation, 4 meurent 


du neuviéme au vingt-cinquiéme jour, avec des lésions histologiques G Vs 
positives.) : 
Résullats et conclusions. — Deux groupes de constatations ressortent 


des faits observés au cours de l’entretien de cette souche de virus polio- 
= myélitique, sur la souris. 
D’une part, pour chaque série d’animaux nbeuies on note, a 
échelle individuelle, des variations du pouvoir pathogéne se tradui- 
sant : 1° par Virrégularité de la période d’incubation qui varie de deux © 


D Was Ud so, 6 Oo 


NOMBRE DE SOUR/S POSITIVES 
=a 


° 


10, 20 30 40 50° GO LOURAESO 90. 100 | 
DUREE DE L'INCUBATION EN JOURS 


Entretien ame souche de virus poliomyélitique (souche Lansing) sur la souris” 
Délais d’ apr er anon: 


--& quatre-vingt-douze jours ; 2° par la diversité du tableau clinique 
(absence fréguente des paralysies ; variations du si¢ge des paralysies). | 

__ Différences telles que l’on peut dire qu’il n’y a pas une maladie 

expérimentale typique de la souris, 4 la suite de l’inoculation de virus 

ss poliomyélitique souche Lansing, mais de trés nombreuses formes cli- 

foe, > niques. 

#3 D’autre part, les variations du pouvoir pathogéne ne sont pas moins 

___ éyidentes & l’échelle statistique (v. tableau) : on enregistre un pour- 
centage de résultats positifs trés variable d’un essai A un autre. En 

5 effet, on observe parfois une chute de virulence brusque et nullement 

progressive. Parfois au contraire, 4 la suite de certains passages, il 

semble que la souche récupéré un haut degré de virulence. Ces varia- 2 

tions du pouvoir pathogéne ne semblent donc pas devoir étre inter- is, 

__-prétées comme une diminution de virulence de la souche, mais 
‘ paraissent dues & des facteurs sur la nature desquels nous nous pro- 


posons de revenir. 


(Unstitut Pasteur. Service des Virus.) 
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De l’activité inhibitrice des représentanta de quelques séries a 
chimiques sur la ‘pousee du bacille de Koch, par J.-P. Jour et 
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COMMUNICATIONS 


ACTION DE CERTAINS CORPS SUR LA FERMENTATION 


DE QUELQUES BACTERIES ANAEROBIES. ; 
1. COLORANTS. — It. VITAMINES. — Ill. METAUX. 3 i, 


par A. R. PREVOT et J. TAFFANEL. 


Quand on opére dans les mémes conditions de milieu et de tempé- 
rature, par exemple: bouillon VF glucosé 4 I p. 100, contenu en 
fioles d’Erlenmayer et placé A 37°, le type fermentaire des anaérobies 
est un caractére trés stable qui peut étre considéré comme l’un des 
meilleurs pour la détermination de l’espéce. Nous avons dénombré 
jusqu’ici 13 types principaux constitués par les mélanges d’acides 
volatils et 8 types dérivés dus 4 la coexistence d’acides fixes, soit 
21 types fermentaires dont la mention nous parait indispensable dans — 
la fiche minimum de chaque anaérobie. Nous avons voulu voir si le 
type fermentaire des anaérobies était susceptible de subir des varia- 
tions de degré ou de nature quand on soumet soit la souche, soit direc- 
tement la fermentation, A l’action d’agents chimiques considérés 
comme pouvant agir sur les bactéries ou sur leurs processus vitaux. 

I. Colorants. — Nous avons étudié l’action de quelques colorants 
indicateurs de rH : cristal violet, violet de crésyl, vert janus, fuchsine, 
safranine, phénosafranine et rouge neutre pris chacun & dose sub- 
léthale et agissant, soit sur la souche par passage en série sur 
bouillon VF glucosé & 2 p. 1.000 contenu en tubes de Hall additionné 
du colorant en question, soit directement sur la fermentation en fiole 
d’Erlenmayer. Tous ces colorants sont rapidement réduits par les 
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anaérobies étudiés : W. perfringens, Cl. fallax et Cl. pseudo-fallax, Cl. 
histolyticum, E. nitritogenes, R. ramosum, F. girans et F. biacutus. 
Ils fonctionnent donc, dans les processus fermentaires, comme accep- 
teurs d’hydrogéne, et ce faisant, entratnent des déviations aboutissant 
le plus souvent A des modifications de degré et de nature du type fer- 
mentaire, modifications qui ont été le plus souvent réversibles par 
Suppression de l’action perturbatrice. Mais l’action des colorants sur 
les souches a pu, dans certains cas, créer de véritables modifications 
irréversibles, stables, qui nous apparaissent comme des variétés bio- 
chimiques nouvelles. Par exemple, aprés 20 passages, le cristal violet 
change le type acéto-butyrique de W. perfringens en type formo- 
butyrique, et aprés 40 passages, en type formo-propionique ; mais par 
repiquage sur bouillon normal la souche momentanément perturbée 
reprend son type fermentaire normal. Par contre, le méme colorant 
transforme le type fermentaire de Cl. fallax (mormalement valéro- 
acétique) et de E. nitritogenes (normalement butyro-propionique) en 
ferments acéto-butyriques stables, irréversibles. 

Nous avons constaté que le type fermentaire qui se trouve le plus 
résistant aux actions de déviation dues aux colorants, est le type acéto- 
butyrique, et que la modification la plus fréquente obtenue 4 partir 
des autres types (sauf a partir du type acéto-formique) est aussi l’appa- 
rition du couple acéto-butyrique. Or, il se trouve que dans la nature, 
le type le plus fréquent est justement le type acéto-butyrique que nous 
avons rencontré dans 35 p. 100 des cas. Le type fermentaire le plus 
stable aprés le type acéto-butyrique est le. type acéto-formique. Au 
contraire, les types 4 acides propionique et valérianique sont trés 
instables, et l’acide qui disparait le plus facilement des fermentations 


_ est l’acide valérianique. En dehors de ces actions de déviation passa- 


géres ou définitives, nous avons constaté des actions de stimulation ou 


d’inhibition de l’intensité de la fermentation se traduisant par des 


augmentations ou des diminutions trés notables de l’acidité volatile 
totale, survenant parfois méme en dehors de toute modification du 
type fermentaire. Ainsi le rouge neutre triple le rendement acéto- 
butyrique -de W. perfringens, sextuple celui de Cl. fallax (avec dévia- 
tion. du type valéro-acétique en acéto-butyrique), quintuple celui de 
Cl. pseudo-fallar (avec déviation semblable), double celui de Cl. histo- 
lyticum. Le violet de crésyl triple le rendement acéto-butyrique de 
W. perfringens, double celui de E. nitritogenes, sextuple celui de 
Cl. fallax, quintuple celui de Cl. pseudo-fallaz, triple celui de Cl. histo- 
lyticum. A c6té de ces deux colorants trés stimulants, le vert janus est 
presque indifférent vis-d-vis du perfringens, alors qu’il fait baisser 
l’acidité volatile totale de R. ramosum et qu’il quadruple le rendement 
de Cl. fallar et de Cl. histolyticum, la fuchsine ne faisant que tripler 
le rendement de ces deux microbes, alors qu’elle diminue nettement 
celui de Fusiformis biacutus. 

En général les stimulations observées sont maximum au vingtiéme 
passage et diminuent ensuite jusqu’au quarantiéme. 

Il. Vitamines. — Nous avons étudié l’action de 4 vitamines hydro- 
solubles : B,, C, H’ et PP, soit par action sur la souche par repiquage 
quotidien en tube de Hall additionné de 1 mg. de la vitamine en ques- 
tion, soit par action directe sur la fermentation par addition de 15 mg. 
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au bouillon glucosé A 1 p. 100 d’une fiole a'Evichionyer de capacité eo : 


utile égale a 750 c. c. 
Ici encore nous avons constaté des variations importantes du. type 


fermentaire, ainsi que des modifications du rendement en acidité- 


volatile totale. Les variations du type fermentaire ne se produisent 
pas toujours dans le méme sens pour une méme vitamine et pour 
une méme espece, ce qui indique une perturbation brutale ne frap- 
pant pas toujours en méme endroit. Les modifications du rendement 
sont presque toujours dans le sens d’une augmentation importante. 
Ainsi la vitamine PP double le rendement de W. perfringens et de 
E. nitritogenes, sans changer leur type fermentaire, mais quintuple 
celui de Cl. pseudo-fallax en le transformant en ferment acéto-buty- 
rique, quadruple celui de Cl. histolyticum sans le transformer, ainsi 
que celui de F. girans en faisant apparaitre un troisiéme acide. 

La vitamine B, a une action beaucoup moins stimulante; par 
ailleurs elle est moins bien supportée et 5 de nos souches n’ont pas 


pu étre repiquées sur milieu aneuriné. La vitamine H’, trés bien 


supportée, triple le rendement de C. fallax en le transformant en 
acéto-butyrique, quintuple celui de Cl. pseudo-fallax en lui faisant 
subir le méme sort, sextuple celui de Cl. histolyticum, quintuple celui 
de F. girans. La vitamine C double le rendement de W. perfingens, 


triple celui de EF. nitritogenes, quadruple celui de Cl. fallarz, multiplie 


par 7 celui de Cl. pseudo-fallaz, triple celui de Cl. histolyticum. 
Ici encore c’est le type acéto-butyrique qui est le plus stable et en 


‘général les variations constatées au cinquiéme passage sont plus 


intenses que celles constatées en dixiéme passage. Il y a un paradoxe 
apparent dans ces constatations, puisque les milieux contiennent natu- 


rellement les vitamines H’ et PP. Mais la pharmacodynamie est . 


remplie d’exemples du méme ordre, montrant que les substances trés 
actives sur les étres vivants agissent différemment suivant les doses 
administrées (iode, arsenic, digitale, etc.). 

Ill. Métaux. — Nous avons étudié l’action de quelques métaux ‘sur 
les fermentations anaérobies ; |’un a été choisi & cause de sa réputa- 


tion de métal hautement bactéricide : l’argent, employé sous forme 


de nitrate a la dose subléthale ; les autres A cause de leur action oli- 
godynamique soit stimulante, soit empéchante : le nickel, sous forme 
de chlorure, le cérium sous forme de nitrate, uranium sous forme 
de nitrate, le zinc sous forme de sulfate et le cobalt sous forme de 
nitrate. Pour ¢étudier l’action sur la souche la dose a été de 0,5 c. c. 
d’une solution 41 p. 100 par tube de Hall. Pour étudier l’action directe 
sur la fermentation la dose a été de 3 c. ¢. de la solution 4 1 p. 100 
en fioles d’Erlenmayer de capacité utile 750 c. c. 

Comme les colorants et les vitamines, les métaux provoquent des 
modifications du type fermentaire des anaérobies, ainsi que des stimu- 
lations ou des: inhibitions de l’intensité de la fermentation. Chaque 
microbe réagit 4 chaque métal de facon propre ; en général ]’uranium 
et lVargent abrégent le temps de fermentation, le zinc et le cobalt 
Vallongent, le cérium et le nickel n’ayant pas d’action sur lui. Cette 
action sur la durée de fermentation n’est pas paralléle a l’action sur 
son intensité : argent stimule surtout le rendement de W. perfrin- 
gens qui est triplé, celui de Cl. fallar qui est quadruplé, celui de Cl. 
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- pseudo-fallax qui est décuplé, celui de Cl. histolyticum qui est quin: 


tuplé. Le nickel multiplie par 7 celui de Cl. fallaz, quadruple celui de 
Cl. histolyticum et celui de F. girans ; le zinc quadruple le rendement 


de Cl. pseudo-fallax et de Cl. histolyticum. Le cobalt multiplie celui_ 


de Cl. histolyticum par 5,5. Le cérium triple celui de E. nitritogenes 
et de Cl. histolyticum. L’uranium est en général inhibiteur, sauf 
vis-a-vis de Cl. fallax et de Cl. histolyticum dont il triple le rendement, 
alors qu’il décuple celui de F. girans. Ce dernier est d’ailleurs tué 
aprés 20 passages au contact de nitrate d’urane, aussitét aprés avoir 
présenté cette remarquable augmentation de rendement. 

En résumé, on peut agir de facon intense sur la fermentation des 
anaérobies par l’addition de colorants, de vitamines et de métaux, et 
ces faits seraient susceptibles d’applications pratiques telles que 1’amé- 
lioration des rendements industriels ou tests pour ]’étude du métabo- 
lisme des anaérobies. 


(Institut Pasteur. Service des Anaréobies.) 


REACTION DE LA DEVIATION DU COMPLEMENT 
AVEC DES SERUMS DE TUBERCULEUX 
PAR UN ANTIGENE ENTIEREMENT SYNTHETIQUE : 
ACIDE GRAS ca-DISUBSTITUE 


par Jzan PARAF, Jean DESBORDES et Genevizve LOUBRY. 


On sait que la recherche d’un antigéne déviant le complément - 


dans le sérum de malades tuberculeux est un -probléme biologique 
d’un grand intérét: jusqu’a ce jour les travaux relatifs 4 ce point 
étaient, a notre connaissance, uniquement consacrés aux antigénes bio- 


- logiques extraits du bacille lui-méme. Les travaux que nous présen- 


tons aujourd’hui utilisent des produits synthétiques que nous étu- 
dions depuis longtemps 4 d’autres fins que la sérologie avec MM. Buu- 
Hoi et Cagniant, mais dont le pouvoir antigénique que nous mettons 
ainsi en évidence confirme la valeur spécifique. 

La partie active des antigénes biologiques n’est pas encore connue. 
On a tour a tour incriminé les polysaccharides, les protéines et les 
lipides du bacille. En fait le probléme se présente sous un jour parti- 
culiérement complexe. Si tous les auteurs sont d’accord pour convenir 
que les polysaccharides sont surtout des substances spécifiques de préci- 
pitine, par contre la controverse reste vive entre ceux qui voient dans 
les protéines ]a substance antigénique active et ceux qui s’en tiennent. 
aux lipides comme agent de fixation de complément. 

En réalité, il est. fort difficile 4 l’heure actuelle de séparer ces deux 
principes (protéides, lipides) lors des extractions faites 4 partir du 
corps bacillaire et bon’ nombre de travaux sont de-ce fait entachés 
@erreurs. 

Les travaux de différents auteurs, en particulier ceux de Machebceuf 
et Me Faure, nous ont appris que les substances actives au point de vue 
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— sérologique ne sont pas azotées, mais que toutes les fonctions | aber 
a ee Tat ‘\ contiennent du phosphore. Ce sont des lipides phosphorés. ‘Comme eos 
ae see i'n n’a pas pu arriver 4 séparer complétement les uns des autres: ces corps, re. 
rT ‘on ne peut savoir, en utilisant les techniques d’extraction chimique, sur ie 

lequel se trouve fixée l’activité sérologique. sae eere 

Suivant l’expression méme de Machebeeuf, « tout ce qu’on peut — 

_ dire c’est que l’activité hapténe de fixation de l’alexine ou déviation = 
du complément appartient 4 un acide phosphatidique ou a plusieurs 
acides phosphatidiques voisins ». ;: ea ee 

Il reste donc 4 trancher la question des acides gras. me 

Dés que l’on aborde le probléme par l’analyse, c’est-i-dire par le 
clivage de la molécule phosphatidique, on se heurte 4 des difficultés 
de solubilité. C’est ainsi que l’affinité pour l’eau des sels de ces acides 
gras (sels d’acides phosphatidiques) est telle que si l’on agite la solu- 
tion éthérée de sels d’acides gras avec de l’eau, ces derniers passent 
de 1’éther dans ]’eau. Aaa 

Ces corps s’hydrolysent facilement méme a froid, dans SO,H, dilué — 
en libérant progressivement leurs acides gras au fur et 4 mesure qu’ils 
perdent leur activité hapténe. 

Un fait extrémement intéressant est mis en lumiére par les tra- 
-vaux de Machebceuf qui a réussi A extraire du bacille de Loeffler (trés 
riche en lipides, comme on le sait) une fraction de lipides phosphorés 
qui réagit intensément avec les sensibilisatrices tuberculeuses. Une telle 
diffusion parmi les bactéries d’hapténes lipidiques 4 spécificité peu 
stricte explique peut-étre le peu de spécificité bien connu des réactions — 
de fixation de l’alexine qui ne peuvent pas servir 4 différencier quali- 
tativement les diverses espéces ou souches acido-résistantes. 
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Mais si nous abordons le probléme par la voie synthétique il nous : 
semble que l’on peut tirer des conclusions plus fermes. 
Les résultats déja obtenus par Buu-Hoi, Ratsimamanga et Cagniant 
et ceux que nous avons mis en évidence avec ces mémes auteurs per- — 
mettent d’attribuer aux acides gras aa-disubstitués un rédle prépon- .— 
dérant. : 
Ces premiers travaux montrant une action de tels corps synthétiques 
_ dans le déclanchement et la production du phénoméne de Koch sur 
le cobaye et une action dans le déclanchement des réactions d’allergie 
sur le malade tuberculeux, nous nous sommes demandé si nous pour- 
rions compléter ce syndrome d’activité par une déviation du complé-— 
ment des sujets atteints de tuberculose en utilisant ces mémes acides 
eras comme antigénes. : 
Pour ce faire nous avons fait trois séries d’épreuves en utilisant 
comme antig¢éne une émulsion aqueuse de l’acide gras goa-disubstitué 
suivant préparé par Buu-Hoi et P. Cagniant : . 
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oe servir de témoin nous avons pris comme acide 

Vacide oléique. 

Comme sérum nous avons choisi : : 

4 Le sérum de 20 sujets tuberculeux cliniquement en état d’évolution ; 

sg _ Le sérum de 5 sujets sains indemnes de toute atteinte tuberculeuse ; 

Du sérum de cheval inoculé avec du BCG ; 


gras linéaire, 


? 


de Négre et Boquet. 


- n’étaient ni hémolytiques, ni anti- -hémolytiques aux doses que nous 
utilisons. 
sds Nous avons pratiqué la réaction de fixation classique avec des doses 
croissantes d’alexine et les tubes témoins habituels en utilisant les 
‘= deux antigénes précités. 
1° Avec jie sérum de cheval immunisé par le BCG, les résultats sont 
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_ & chaine linéaire) ; 


2° De méme avec les 5 sérums de sujets sains indemnes de toute 


-lésion tubereuleuse les résultats furent constamment négatifs. 
3° Avec les sérums de 20 tuberculeux ,cliniquement en état d’évolu- 
tion, nous avons obtenu avec l’antigéne og-disubstitué : 13 résultats 
positifs, 7 résultats négatifs. 
Par contre en utilisant |’antigéne linéaire les résultats furent tou- 
jours négatifs. 
Ajoutons que ceux de ces mémes sérums qui furent éprouvés a 1’aide 
de l’antigéne Boquet-Négre ont fourni: 6 résultats positifs, 4 résultats 
négatifs, ce qui donne 4 peu prés le méme pourcentage. 
Mais les mémes sérums ne donnent pas avec les mémes antigénes 
un méme résultat positif. C’est ainsi que 4 sérums étaient positifs 
par les 2 antigénes (acide ga-disubstitué et Boquet-Négre) et que 
3 étaient négatifs avec les deux séries d’antigénes. Le reste de ceux 
_de nos résultats qui furent faits en double était « panaché » sans que 

l’on puisse en tirer de conclusion pour l’instant. Les résultats négatifs 
re avec les sujets tuberculeux et en particulier ceux obtenus avec le 
___ sérum de cheval traité par le BCG nous semblent des plus intéressants 
y et faciles A interpréter. 

En effet, nous avons utilisé un seul ice oo-disubsitué et ces résul- 
tats ne sont pas pour nous surprendre: toutes les méthodes analy- 
tiques ont montré que le bacille de Koch est vecteur non pas d’un 
seul acide gras du type considéré mais de toute une série d’acides 

_ oa-disubstitués. 
parasité d’une facon différente selon les cas, les races de bacilles, etc., 
si bien que suivant le malade c’est un groupe d’acides de tel ou tel 
type qui a une fonction antigéne prépondérante. D’ot réaction posi- 

— tive dans Jes sérums ou d’allergie sur la peau du malade avec un acide 

el non avec un autre. Si l’on n’utilise pas exactement l’acide synthé- 
tique correspondant on obtient une réaction négative. 
C’est pourquoi il est vraisemblable que dans les cas examinés dans 


Enfin un certain nombre de nos réactions sérologiques Ceiset faites 
a en double en prenant comme second antigéne, Pantigens euch be 


Des expériences préliminaires nous ont montré que nos acides gras 


totalement négatifs avec les 2 antigénes (acide oqg-disubstitué et acide 


Peut-étre ces acides sont-ils libérés dans l’organisme - 
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cette Sabie: seulement certains ae Seagieerat a act 
c’est pourquoi d’autres ne réagissent pas, en particulier . sé 
cheval traité par le BCG. ‘ 


‘On peut donc penser qu’un antigéne polyvalent devra étre composé 
d’un mélange d’acides gras qui réagiront forcément sur un pis grand 
nombre de malades qu’un seul acide. * 2 

Le réle des protéines est également 4 considérer, non pas sans doute _ 
comme élément prédominant mais comme « orienteur » suivant les pk 
récentes conceptions bio-chimiques. Le véritable antigene complet es 
étant peut-étre constitué de l’ensemble: protéine + acide gras 
aa-disubstitué, selon les conceptions établies par Landsteiner et ses of 
éléves. Il est du reste bien connu que si l’antigene de Debains, qui — 
contient les lipides de 4 souches humaines et une bovine est le plus 
sensible vis-d-vis des anticorps lipoidiques, il y a longtemps (Besredka, | 
Sandor) que l’on a montré que dans Je sang des animaux injectés et 
‘dans le sang des malades il y avait 2 sortes d’anticerps : anticorps 
lipoidiques et anticorps protidiques. Du reste chez certains malades 
(formes graves et cachectiques) les anticorps protidiques peuvent étre 
dominants. Dans ce cas l’antigéne de Besredka préparé par lyse du 
corps entier du bacille de Koch est par suite plus sensible. 

Bien entendu, c’est un premier résultat que nous obtenons ici. La 
sérologie de la tuberculose en prenant comme nouvelle base d’étude 
_ des antigénes synthétiques, devra étre approfondie et en particulier il 
faudra vérifier l’influence possible d’incidences diverses, telle 1’action 
de sérum de sujet ayant un Bordet-Wassermann positif, etc. 

Mais notre but poursuivi est surtout d’étudier l’influence des acides 
eras go-disubstitués plus nus les détails de la sérologie de la tuber- 
culose. 

Les qualités d’un fe antigéne sont: spécificité et sensibilité - ‘ 
Vantigéne. que nous avons préparé doit étre étudié dans ces deux sens 
et c’est ce que nous faisons au laboratoire avec MM. Buu-Hoi et 
P. Cagniant. 


(Laboratoire de Recherches du Service de Phtisiologie de lV’H6pital Bichat 
et Laboratoire de Recherches des Etablissements Roussel.) 


AU SUJET DU CYCLE EVOLUTIF D’ENDOCOCCUS ” 
MORIFORMIS nv. sp. PINOY 1941. . | 


par Jean Gustavgs MARCHAL et Exranz DESOSOUY.. 


Dans des mémoires antérieurs l’un de nous, en collaboration avec 
P. Pinoy (1) a décrit les différentes formes qu’est susceptible de ase 


(1) P.-E. Pinoy et J.-G. Marcuar, C. R. Soc. Biol., 1941, 125, 1489 ; Bull. 


Soc. Hist. natur. Afrique du Nord, 34, 122, avec. planches microphoto- 
graphiques. 
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prendre, au cours de son évolution, un organisme isolé & Alger en 
1940, et décrit sous le nom d’Endococcus moriformis. Ce germe, qui 
est doué d’une certaine virulence vis-a-vis des jeunes lapins, a été 
classé comme étant voisin des Synechocystis Sauvageau : c’est une 
chroococcacée comportant une phase bacillaire. 

De nombreuses cultures, effectuées en chambre A huile a partir 
d’unités isolées 4 l’aide du micromanipulateur de Fonbrune, nous ont 
montré que si Endococcus moriformis pouvait se présenter sous une 
forme coccique et sous une forme bacillaire il n’était pas possible de 
sélectionner ces deux formes. Nous sommes conduits aujourd’hui a 
préciser davantage les relations existant entre les phases cocciques et 
les phases bacillaires présentées par ce micro-organisme. 

Les formes cocciques sont incontestablement de beaucoup les plus 
résistantes. Isolées par unités en chambre & huile et en milieu liquide 
elles se meuvent pendant un certain temps a l’aide d’un cil. Tout en 
restant rondes elles grossissent pour atteindre dans les milieux 
pauyres 15 4 20 my, de diamétre. A ce stade. elles s’immobilisent, tout 
en devenant granuleuses. Ceci est le prélude a la fragmentation en 


une multitude de diplocoques mobiles. Les éléments constituant ces — 


diplocoques peuvent rester accolés ou se séparer. 


Dans des milieux liquides plus riches, ces formes rondes se frag-~ 


mentent dans une série de plans perpendiculaires pour donner une 
morula typique, que l’on peut par microdissection cliver pour aboutir 
a une tétrade. 

Les formes rondes ainsi agrégées peuvent subsister durant de longs 
mois. Elles deviennent visibles 4 l’ceil nu et sont colorées en rose 
saumon. 

Dés que les conditions sont devenues favorables, elles ne tardent 
pas, par lyse de leur membrane, a laisser échapper une multitude de 
diplocoques mobiles, qui se répandent dans tout le milieu nutritif, et 
vont, si celui-ci n’est pas épuisé, redécrire le méme cycle. 

Ces formes rondes diplococciques peuvent cependant évoluer diffé- 
remment lorsqu’elles sont placées sur des milieux 4 base de gélose. 


Dans ces conditions en effet elles s’allongent pour prendre l’aspect 


bacillaire ou diplobacillaire. Ces formes sont elles-mémes mobiles. 

Les éléments bacillaires sont des éléments fragiles. Isolés par unité 
ils ne donnent naissance 4 une culture que dans des conditions toutes 
particuliéres.’ 

Le degré d’humidité de la gélose, sa concentration en ions hydro- 
gene, la présence de substances favorisant le développement [apportées 
soit par des hématies de divers animaux, soit par une primoculture 
de formes rondes] (2) sont des facteurs essentiels permettant le déve- 
jloppement de Ja forme bacillaire. _ 

Cette: phase bacillaire peut évoluer de deux facons différentes. Par 
division transversale, suivant le procédé habituel propre a tous les 
bacilles, elle constitue, dans certains cas, une véritable forme d’envahis- 
sement. C’est ainsi que si l’on dépose sur une goutte de gélose 
peptone, placée en chambre 4 huile, quelques bacilles, ceux-ci, par 
ce processus, ne tardent pas a envahir toute la surface de la gouite. 


(2) P.-E. Pinoy et J.-G. Marcuar. C. R. Soc. Biol., 1942, 126, 738. 
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Dans d’autres conditions la forme: bacillaire présente ai 
reproduction un peu différent. C’est ainsi que placés dans es gout 
de bouillon peptoné ou de liquide synérétique, exsudées d'une gélose re 
ae a peptonée les bacilles perdent rapidement leur motilité. Is grossissent, >of: 


+ 


¢ 


7 


présentant bientot trois cloisons transversales paralléles, puis une — oa 


cloison longitudinale perpendiculaire aux premiéres ne tarde pas a 
se former. es 
La forme allongée initiale se trouve ainsi partagée en 8 éléments, 
que 4 nouvelles cloisons transyersales secondaires fragmentent de nou- 
veau en 16 éléments, que des cloisons longitudinales secondaires paral- ~—_ 
léles a la cloison longitudinale initiale divisent de nouveau et ainsi 
de suite. f aah. 
La grosseur de ces formations est fonction de la richesse en matiéres 

nutritives du milieu mis 4 leur disposition. 

Par lyse de leur membrane, sous l’influence de diastases particu- 
-ligres et dans des conditions favorables les morulas allongées obtenues 
libérent Aa leur tour des diplocoques mobiles. Ceux-ci vont recom- — 
mencer le cycle décrit, une fois transportés dans un milieu neuf, ou 
~ au contraire s’entassent dans la goutte liquide ot ils ont pris nais- 
sance, et vont s’autolyser lentement. : ; 

De toutes ces observations il résulte qu’Endococcus moriformis selon | 
les conditions de culture se présente sous une forme coccique ou sous 
une forme bacillaire. Que cette derniére peut se multiplier comme 
tous les bacilles par division transversale ou bien se fragmenter sui- 
vant un mode particulier de cloisonnement primaire dans des plans 
perpendiculaires. On obtient ainsi des morulas allongées, qui, comme 
les morulas auxquelles aboutit l’évolution des formes cocciques se 
résolvent en de nombreux diplocoques mobiles. ; : | 

Le cycle évolutif d’Endococcus moriformis est susceptible de jeter e5 
un jour nouveau sur le cycle évolutif des Rickettsia, agent des fiévres ig 
exanthématiques. : ar 


(Laboratoire de Sciences Naturelles 
de la Faculté de Pharmacie de Nancy.) 


COMPLEMENT ET TACTISME LEUCOCYTAIRE | | 
par A. DELAUNAY et J. PAGES. 


L’un de nous a montré précédemment (1) qu’on ne peut observer de> 
tactisme leucocytaire in vitro que si les globules blancs sont maintenus | 
dans des milieux riches en ion calcium. Facteur nécessaire, l’ion 
calcium n’est cependant pas suffisant pour permettre a lui seul le 
déplacement des cellules. D’autres facteurs sont requis. Nous allons 
montrer au cours de cette communication que la présence dans le 
milieu d’une certaine quantité de sérum sanguin frais est également 
nécessaire. : 


(1) Ces Annales, 1944, 70, 372. 
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Pour ces nouvelles recherches sur le tactisme, nous avons eu recours, 
une fois encore, 4 la technique mise au point par M. Comandon et 


qui a le gros avantage de la simplicité. Des grains d’amidon, isolés 


extemporanément de la pomme de terre, sont étalés sur lames et fixés 


par dessiccation. Ces grains constituent, dans les conditions normales,. 


des agents chimiotactiques fort puissants. Il suffit, pour s’en assurer, 
de déposer sur les lames quelques gouttes d’un exsudat péritonéal de 


cobaye riche en polynucléaires, de recouvrir les gouttes d’une lamelle,. 


de luter celle-ci et de mettre la préparation dans une étuve a 37°. 
Presque aussitét se produit une migration trés nette des cellules vers 
jes grains d’amidon. 

De toute évidence, la réaction est rapide et intense parce que les 


leucocytes trouvent dans le liquide péritonéal un milieu physiologique 


parfait. Nous nous sommes demandé comment elle évoluait lorsque les 
cellules sont placées dans des milieux artificiels. A cet effet, nous avons 
lavé par trois centrifugations et dans du liquide de Ringer, des poly- 
nucléaires d’exsudat prélevés chez le cobaye, afin de les débarrasser 
de toute trace de plasma. Le dernier culot fut repris par du Ringer 
et quelques gouttes dé cette suspension leucocytaire furent déposées, 
comme il a été dit plus haut, sur des lames porteuses de grains 
d’amidon. Dans ces conditions, les cellules — morphologiquement 
intactes — demeurérent immobiles. Le tactisme fit également défaut 
lorsque les cellules lavées furent remises en suspension dans du Ringer 
glucosé et méme dans du Ringer glucosé gee ok par du bicarbonate 
(Tyrode). 

Nous avons alors pensé & compléter nos ornides de suspension par 
adjonction d’aibumines banales : albumine d’ceuf, nucléoprotéines 
extraites du foie ou des leucocytes eux-mémes. Mais ce fut en vain 
dans ces nouvelles solutions, l’immobilité des globules blancs reste 
compléte. Les milieux atlificiels, malgré leur teneur en calcium, ne 
permettent donc pas aux leucocytes de se déplacer. Le milieu sérique 
parait, ici, indispensable. 

Les ee taraliaives lavés de cobaye repris par du sérum frais de 
eobaye et déposés sur des lames préparces se dirigent aussitét vers les 
grains d’amidon. La réaction est aussi nette, dans la majorité des cas, 
lorsqu’on remplace le sérum homologue par des sérums frais de lapin, 
de mouton, de cheval ou du sérum humain. Mais elle diminue rapi- 
dement d’intensité lorsqu’on utilise un sérum de plus en plus dilué 
par du Ringer. Par exemple, une dilution au 1/10 de sérum de cobaye 
permet encore aux phénoménes de tactisme de se manifester norma- 
lement. En revanche, lorsque les globules blancs sont déposés dans 
un sérum dilué cinquante fois, ces mémes phénoménes cessent de se 
produire. 

Pour qu’il y ait tactisme leucocytaire, il est absolument nécessaire 
de recourir & des sérums frais. Des sérums gardés a la glaciére pendant 
quelques semaines perdent progressivement leur pouvoir de favoriser 
le tactisme. Par exemple, dix jours aprés la saignée, ce pouvoir se 
retrouve encore trés net dans les sérums de cobaye, mais dix jours 
plus tard, il a disparu 4 peu prés complétement. Mis en suspension 
dans ces vieux sérums, les leucocytes se comportent comme dans les 
solutions artificielles : ils restent absolument immobiles 
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La mise en évidence de cette action défavorable exercée par le 


lissement sur les sérums nous a conduits a rechercher l’action duo 


chauffage. Aussi avons-nous chauffé des sérums frais de cobaye, pen-— 


dant une demi-heure ou une heure, au bain-marie a 37°, a 45°, a 50° 
et 1 56°. L’action du chauffage fut nulle a 37° et a 45°. En présence 


de sérum chauffé 2 50°, le tactisme leucocytaire s’effectua aussi bien 


“que normalement. Il fit totalement défaut dans les sérums chauffés | 


4 56°. Nous avons pu voir que le chauffage ne fait pas apparaitre un 


principe inhibiteur, mais qu’il agit en détruisant une substance indis- ~ 


pensable : en effet, les celulles se déplacent fort bien vers les grains 
d’amidon lorsqu’elles sont placées dans un milieu renfermant 9 parties 
de sérum chauffé et 1 partie de sérum frais. 

Altération progressive par vieillissement, destruction rapide par 
chauffage & 56°, ce-sont 1a propriétés classiques du complément. Nos 
recherches ultérieures ont donc été faites dans le dessein de voir s’il 
y avait une corrélation entre la teneur d’un sérum en complément et 
son action plus ou moins favorisante sur le tactisme leucocytaire. Elles 
ont: toutes confirmé l’existence de cette corrélation. E 

a) Le tactisme dépend directement, dans son intensité, de la teneur 
des sérums frais en complément, telle qu’on peut déterminer celle-ci 
par la méthode hémolytique. I] est toujours trés accusé dans les sérums 
‘de cobaye dont nous avons vérifié la richesse en complément. II est 
souvent moins net dans les autres sérums : sérums de lapin, de 
cheval, etc., normalement plus pauvres en alexine. 

b) Un sérum ne permet les déplacements leucocytaires que s’il ren- 
ferme une quantité déjA importante de complément. De vieux sérums 
ou des sérums modérément chauffés qui n’ont pas complétement perdu 
leur alexine sont souvent devenus incapables de favoriser le tactisme. 
Cette remarque cadre bien avec nos constatations initiales. Pour obtenir 
un tactisme, il faut absolument opérer avec un sérum dilué moins de 
cinquante fois. 

ce) Si l’on supprime dans un sérum le complément en fixant celui-ci, 
de facon spécifique, sur des microbes sensibilisés par un anticorps 
approprié, ce sérum décomplémenté ne peut plus servir pour les expé- 
riences de tactisme : dans un pareil milieu, les leucocytes restent 
immobiles. 

d) Mais voici des expériences encore plus démonstratives. Dans 1’état 
actuel de nos connaissances, le complément apparait formé par quatre 
constituants dont deux sont thermolabiles. Les deux autres sont ther- 
mostables, mais on connait des moyens de les détruire séparément. 
C’est ainsi qu’un sérum frais traité par du venin de cobra ou de la 
levure fraiche perd le constituant n° 3 ; ]’ammoniaque supprime rapi- 
dement d’un sérum le constituant n° 4. Ayant traité différents sérums 
frais de cobaye par du venin de cobra, de la levure ou lV’ammoniaque, 
nous avons vu que ces sérums privés d’un des constituants thermo- 
stables du complément ne permettaient plus le tactisme. Nous avons, 
par la suite, mélangé deux sérums, l’un privé du constituant n° 8, 
Vautre du constituant n° 4, de facon a refaire un milieu renfermant 
tous les constituants de l’alexine. Dans ce milieu, les polynucléaires 
se dirigérent parfaitement vers les grains d’amidon. 

e) Nous pouvons apporter enfin une nouvelle preuve en faveur du 


axes 


~~ 
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role que joue le complément dans les phénoménes de tactisme leuco- 


cytaire. Bordet et d’aulres auteurs ont démontré que le citrate de 
soude entrave la production des phénoménes lytiques en empéchant 
la fixation de l’alexine. Ils ont montré de plus que cette action inhi- 
bitrice peut étre neuiralisée par l’addition de sels solubles de calcium. 
Nous sommes désormais tentés de croire que, dans nos expériences 
antérieures, le calcium que nous ajoutions 4 nos plasmas citratés (2) 
agissait 4 la fois en augmentant de facon directe l’activtié des leuco- 
cytes et en redonnant au complément sa liberté d’action. | 

En résumé, les expériences que nous venons de rapporter indiquent 
que le complément — ou du moins un complexe qui lui serait étran- 
gement apparenté — joue un grand réle dans les phénoménes de tac- 
tisme leucocytaire. A vrai dire, le complément ne se borne pas a 
permetire le tactisme des globules blancs. Dans des recherches qui 
seront exposées ailleurs, nous avons pu voir que l’alexine se montre 
encore capable de « stimuler » directement les polynucléaires au cours 
de la phagocytose et qu’elle augmente nettement, qu’elle double par 
exemple, le métabolisme respiratoire des polynucléaires étudié dans 
Vappareil de Warburg. 

Tous ces résultats, croyons-nous, présentent quelque intérét. Jus- 
gu’alors, en effet, on ne reconnaissait au complément qu’une action 
sur les microbes : baciériolyse ou opsonisation. Les faits que nous 
avons exposés indiquent que le complément intervient aussi , dans 
Vactivité physiologique des globules blancs. Intervient-il encore dans 
ja physiologie des autres cellules de l’organisme ? La question mérite 
d’étre posée ; nous nous efforcerons de kui apporter une réponse. 


(Institut Pasteur. Annexe de Garches.) 


SUR LES PROPRIETES ANTITUBERCULEUSES 
DE COMBINAISONS D’ACIDES GRAS 
DU BACILLE DE KOCH AVEC UNE PROTEINE 


par BUU-HOI et J.-P. JOUIN. 


Il avait déja été montré par Anderson et ses collaborateurs (1) que 
certaines fractions lipoidiques du bacille de Koch se montrent toxiques 
pour l’animal d’expérience. Ces fractions lipoidiques doivent donc, 
dans une certaine mesure, constituer ce qu’on a appelé un partigéne. 
Il était alors logique, dans ces conditions, de penser que, combiné a 
une matiére protéique connue, ce partigéne pfit devenir un antigéne 


(2) Dans ces plasmas citratés, le calcium du plasma et le cilrate se com- 
binaient en formant un complexe, si bien quiil n’y avait plus dion calcium 
libre dans la solution. ; 

(1) Anperson, Fortsehritle der Chemie organischer Naturstoffe, 1939, 


145. 
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saturés du bacille de Koch. ee: 
Dans ces conditions, nous avons fabriqué un antigéne ainsi ye 
titué. Dans un premier temps on extrait de bacilles préparés a partir 
de plusieurs souches virulentes humaines, les acides gras de poids 4 : 
moléculaire moyen, tels qu’ils ont été définis par Anderson, c’est-Adire _ 
les acides gras distillables de poids moléculaire compris entre C’* e 
- C8° environ, a l’exception par conséquent des cires et des acides-alcools 
- rencontrés dans les bacilles. ¥y eve 
Ces acides gras totaux renferment des doubles liaisons que démontre | 
l’existence d’un indice d’iode notable, doubles liaisons qui sont sup- 5 
primées par réduction catalytique a l’aide de l’hydrogéne en présence 
du platine. = <7 
De toute facon les acides ainsi obtenus ne pouvaient étre tout au plus ~ 
que des hapténes. A partir de ces corps on pouvait espérer, par com- — 
binaison avec. une protéine, obtenir un antigéne. C’est ce que nous 
avons réalisé dans un second temps. — Ot i an 
_ > Les acides totaux hydrogénés ont été transformés en chlorures d’acide 
et combinés avec l’ovalbumine d’aprés une technique inspirée de celle 
de Landsteiner et Lampl (3), employée par ces auteurs dans des cas % r 
analogues de synthése d’antigénes 4 fonction amide. — ee 
La liaison entre l’hapténe et l’ovalbumine se fait par amidification . 
i des groupements aminés libres de cette protéine par les radicaux Y 
blk acides ramifiés d’origine bacillaire. On obtient ainsi une substance © "4 
insoluble dans l’eau qui doit étre constituée par un mélange de corps 
de formules : meee. 
R — NH — CO — CH? ; - Un, 


le 
oun 


R—NH—CO . 
bn . 
R'/ | 
R! 
R —NH—CO 
l ; 
Bes EY 
1, 


(R, radical protéique; R’, R” et R”’; radicaux alcoyles plus ou moins ramifiés). _ 


Cependant, par broyage lent et patient, on parvient 4 une solution 
colloidale qui en permet 1 injection. 

L’expérimentation fut effectuée sur trois lots de cobayes. 

1° Un premier lot fut préparé et les bétes recurent en trente-cing 


jours 6 injections intramusculaires de 0,25 g. de cette préparation en ~ 
Suspension dans 1 ¢.c. d’eau. | 
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(2) Buu-Hoi et RATSIMAMANGA, CUR: Soe. Biol., 1943, 437, 369. ot a 
(3) LanpsTEINER, Die Spezifizitét serologischer Reaktionen (Springer, 1933). Eat 
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; 

Au bout de ce temps, les animaux furent éprouvés a la tuberculine, 
épreuve qui se révéla négative. 

Puis ils ‘furent imoculés avec 1 c.c. d’une suspension au_ 1/1.000 
‘@une culture de bacille de Koch H 239 A4gée de onze jours sur pomme | 
de terre. . 

Un échec complet est & enregistrer. Tous les animaux présentérent 
des lésions semblables 4 celles des témoins avec ganglions inguinal et 
sous-lombaire, atteinte de la rate, du foie et des poumons. 

2° Un second lot fut inoculé en méme temps que traité A raison 
dune injection par semaine pendant six semaines. On eut l’impres- 
sion que la tuberculose de ces animaux était moins développée que 
celle des témoins, mais aucune conclusion ne put étre tirée, comme 
dans toute expérience en matiére de tuberculose ot, suivant les lots’ 
d’animaux, des résultats discordants s’observent. 
3° ‘Un troisitme lot fut traité dix jours aprés linoculation et le 

rombre des injections fut de 4. ey 

La V’échec fut aussi complet. 

En conclusion : 

Par liaison amidique des acides gras saturés du bacille de Koch avec 
des protéines étrangéres, on ne peut donc obtenir une substance immu- 
nisante contre la tuberculose. 

Des expériences sont en cours qui permettront de dire si d’autres 
genres de liaisons chimiques contractées entre les différentes fractions 
du bacille de Koch peuvent se montrer antigéniques et immunisantes. 


(Institut Pasteur.) 


RECEPTIVITE DU SINGE CALLITRICHE (AT7H/0PS 
SABAEUS) A LA SOUCHE “ LANSING ” DE VIRUS 
POLIOMYELITIQUE ENTRETENUE SUR LA SOURIS 


par G. J. STEFANOPOULO et J. VIEUCHANGE. 


< “Au cours de ses expériences sur le virus poliomyélitique (souche 
Lansing) qu’il a adapté au rat du coton (Sigmodon hispidus hispidus), 
puis 4 la souris blanche, Ch. Armstrong (1) a étudié la virulence de 

- cette souche pour le singe (espéce non précisée). Avec le virus-souris 
du quatriéme passage, cet auteur a enregistré des résultats négatifs. 
Par contre, celui du sixiéme passage a déterminé chez le singe, par 
inoculation intracérébrale, ]’apparition de signes pathologiques quoique 
relativement discrets (fi¢vre, tremblement, faiblesse des membres supé- 
rieurs) ; la présence de virus dans Ja moelle a été mise en évidence 
par l’inoculation 4 un animal de la méme espéce. Roce 
Stefanopoulo, Duvolon et Etévé (2), au cours d’un premier essai, - 


(1) Ch. Armstrone, Publ. Health Rep., 1939, 54, 2302. 
(2) G. J. Sreranorouto, S. Duvoton et J. Ertvs. Ann. Inst. Pasteur, 1942, 


68, 343. 
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développée ; toutefois ce singe a présenté de légers sym 3 mor-— 
bides de courte’ durée et les auteurs ont constalé une augmentation — 
passagére du nombre des éléments cellulaires dans le liquide céphalo- ‘ 
rachidien (24 au quatriéme jour, 218 au septiéme jour et 11 au dix- 
huitiéme jour). La recherche du virus dans le sang, le liquide céphalo-_ 
rachidien ou les selles, par inoculation 4 la souris, est restée négative. 
Ces résultats nous ont incités A reprendre l’étude de la virulence de~ 


sabeus (L.). 


Virus. — Nous avons utilisé la souche « Lansing » adaptée & la souris — 
blanche par Armstrong. Cette souche, envoyée en 1940 4 M. Cc. Levaditi, 
a été entretenue sur la souris, dans le laboratoire de ce dernier, puis, de 


[12 passages] A l'Institut Pasteur par lun de nous (3). 

Le matériel inoculé était constitué par le mélange de fragments des — 
névraxes (moelle et cerveau) glycérinés de deux souris sacrifiées para- 
lysées le onziéme jour aprés l'inoculation. La suspension a été préparée 
au taux de 1 p. 20 dans l'eau physiologique. ; 4 

Ezpérience. — L’inoculation a été faite par voie intracérébrale le 
14 avril 1944 au callitriche n° 786 femelle, adu’te, A la dose de 0,50 c. c. 

Deux lots de 8 souris témoins ont été inoculés par voie intracérébrale, — 
avec la méme suspension virulente. Pour le permier lot, la mortalité a été 
de 4 sur 8 avec lésions histologiques positives du névraxe. Pour le second 
lot, le nombre d’animaux positifs a été de 7 sur 8: 2 paralysies et 5 morts 
(avec controle histologique positif). , 


Résultats. — L’examen du liquide céphalo-rachidien prélevé avant lino- 
culation montrait 8,3 leucocytes par millimétre cube et 0,40 g. dalbumine 
p. 1.000. p 


Le septiéme jour aprés l'inoculation, on compte 57 lymphocytes et 1,5 poly- 
nucléaires. Le taux d’albumine est de 0,60 g. 

On note, le huitiéme jour aprés inoculation, une excitabilité particuliére 
du singe. ; 

Le treiziéme jour, l’animal, secoué de frissons, reste prostré, replié sur 
luiméme, les membres fléchis. 

Le quinziéme jour, il ne peut plus se tenir en équilibre sur les barreaux 
de la cage. Assis sur le train postérieur et se soutenant difficilement avec. 
ses membres antérieurs, il oscille lentement dans un mouvement de va-et- 
vient latéral. Sa main droite présente une paralysie flasque. Mis hors de 
sa cage, il ne réussit qu’A se projeter en avant, sans soulever son train 
postérieur et retombe aussitét. Par quelques excitations et mouvements 


tonique suivie d’\ine seconde phase clonique. 

Les jours suivants, l’animal reste 4 peu prés inerte. I] tente de mordre. 
On ne réussit plus 4 déclencher de crises convulsives. La paralysie flasque 
s’étend maintenant A tout le membre supérieur. droit avec abolition des 
réflexes tendineux. Les trois autres membres sont contracturés, malhabiles 
et de force trés diminuée, avec exagération des réflexes tendineux. 

Vers le vingtiéme jour, il devient nécessaire, pour l’alimenter, de placer 
la nourriture directement dans la bouche de J’animal. Celui-ci. manifeste 


une soif irés vive et a conservé les mouvements de mastication et de déglu- 
tition. " 


(3) J. Vmeucnance, Ces Annales, 1946, 72, 446. 


novembre 1943 jusqu’au moment de Jinoculation du singe» (avril 1944) 


passifs, on déclenche l’apparition de crises convulsives, avec une phase. 


la souche Lansing pour le singe callitriche, Cercopithecus «thiops — ay 


anaeratare, qui était de 37° au iarone one Rinoeuinton! a recente sally amity 
une legere _élévation du quatriéme au sixiéme jour (38°, 3803) eto le treie To, vite 
me jour (39°3), pour se maintenir autour de 37° jusqu’a la fin. de l’évo- SCN 
lution de Ja maladie. Rin a 
- Lanalyse des urines, au ee iiousisine jour, permet ad déceler la pré- 
sence de sucre (31 g. p. 1.000), pay 
Durant les derniers jours, l’animal a beaucoup maigri. Le vingt-sixiéme = 
jour, il est completement inerte. On le sacrifie par saignée, sous anesthésie th 
a léther (10 mai- 1944). On n’observe rien de notable a Pautopsie. ; age 
Recherche du virus. — On a recherché la présence de virus dans te They 
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a Fig. 1 1. — Buiiatirshic: — Souche Lansing. — Maladie expérimentale du singe 
tae _ (4 thiops Sabaeus) Cerveau : manchons pévivasoulainss et lésions des neurones. 
a Gross. X.300. (Photo P. Jeantet.). p 


liquide céphalo-rachidien prélevé 4 deux reprises (le septi¢éme et le dou-— 
ziéme jour de la maladie) dans le sérum et différents organes (cerveau, 
moelle cervicale, ganglions mésentériques, surrénale) prélevés aprés la 
mort de l’animal. Ces divers échantillons, inoculés par voie intracérébrale 
4 des souris, n’ont déterminé chez aucun de ces animaux l’apparition de > 
signes polidmyélitiques, ni provoqué le développement d'un état. réfractaire 
ee eonape a Tégard de Vinoculation depreuve. 


EXAMEN HISTOLOGIQUE DU -SYSTEME NERVEUX. 


Cerveau. — Les coupes pratiquées a différents niveaux montrent. une 
congéstion des vaisseaux et des manchons périvasculaires-4 prédominance 
monocytaire (fig. 1). Certaines plages du parenchyme sont infiltrées’ par 
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des cellules lympho-plasmocytaires et dans leur voisinage les neurones 
sont 4 peine reconnaissables (aspect hyalin du protoplasme) et entourées 
dune réaction de la neuroglie. 

Moelle. — Lésions caractéristiques des cornes antérieures : la plupart des 
neurones sont en pycnose, leur protoplasme est vésiculé, les corps de 


Niss] ont disparu. Autour des neurones les plus altérés, une prolifération 


des cellules satellites réalise des images de neuronophagie typique (fig. 2). 
On retrouve, en somme, les lésions inflammatoires classiques de la polio- 
myélite. 

A certains niveaux de la moelle, on constate en outre Vexistence de 


Fic. 2. — Poliomyélite. — Souche Lansing. — Maladie expérimentale du singe 
(Aithiops sabaeus). Moelle cervicale: altération des neurones et neuronophagie« 
Gross. X 525 (Photo P. Jeantet.). . 


lésions particuliéres : un granulome constitué d’histiocytes et de monocytes 
a envahi la substance grise et déborde sur la colonne de Clark. Des plages 
hémorragiques. (dont certaines sont en rapport avec des vaisseaux) 
s’observent dans le granulome qui, en certains endroits, borde des for- 
mations cavitaires discontinues. 

Ce tissu granulomateux s’intrique sur tous les plans avec les Jésions 
poliomyélitiques. : 

Ganglions rachidiens. — Quelques neurones sont altérés et présentent une 
raréfaction de la chromatine nucléaire. Il existe une légére réaction inflam- 
matoire interstitielle (fig. 3). \ 

L’examen histologique du foie, de la rate, des reins, des surrénales et 


des -ganglions lymphatiques n’a pas montré Yexistence d’altérations par- 
ticuliéres. 
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Dnimerswon: — La maladie expérimentale observée chez ce callitriche 


i: la suite de Puockunon intracérébrale de la souche Lansing de polio-— 


-myélite est comparable, par ses caractéres essentiels, 4 la poliomyélite que 
Ton détermine chez le singe avec le virus classique. Notons, toutefois, 
_Taspeéct un peu inhabituel ener par l’évolution de la maladie : ‘dune part, 
coexistence de paralysies du type flasque et du type spasmodique et, 
dautre part, crises convulsives passageéres. { 

Au point de vue des lésions histologiques du névraxe, nous avons trouvé, 
a coté des altérations caractéristiques, des foyers d infiltration lympho- 
plasmocytaire ayant Vaspect d'un véritable granulome. Ces foyers nous 
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Fic. 3. — Poliomyélité. — Souche Lansing. — Maladie expérimentale du singe 
(4thiops sabaeus). Ganglion rachidien : infiltration interstitielle. Gross. X 525. 
(Photo P. Jeantet.). 


paraissent pouvoir étre interprétés comme une réaction secondaire aux 
lésions poliomyélitiques. 


La recherche du virus dans le névraxe et dans différents organes par 


inoculation 4 Ja souris a donné des résultats négatifs. Ceux-ci po-uraient 
étre la conséquence d'une infection autostérilisable selon la conception 
‘de C. Levaditi. 


Conclusions. — Le virus poliomyélitique adapté 4 la souris (souche 
Lansing), inoculé par voie intracérébrale au callitriche Hthiops sabeus, 
a déterminé l|’apparition d’une névraxite dont les caractéres cliniques 
et anatomo-pathologiques permettent d’affirmer la nature poliomyéli- 
tique. 

; (Institut Pasteur.) ‘ 
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Délipidation des anticorps et zone de floculation, par , 
novsk1, M. Faure et M. MAcHEBOEUF. , 


/ 


P| aoe 


/ 


Séance du 7 juin 1945. 
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COMMUNICATIONS 


LA CULTURE DU STAPHYLOCOQUE 
ET SA TOXINOGENESE , 
SUR UN MILIEU A BASE D'ACIDES AMINES 


par P. MERCIER et M™* Y. LEHOULT. 


~] 


BA ety K! L’étude de la nutrition azotée chez les bactéries nous a amenés a 
déterminer aussi exactement que possible le réle joué par’ les acides 
aminés dans la végétation du staphylocoque. Convient-il de fournir a 
la bactérie des composés protéiques: complexes comme l’albumine, des 
produits peu dégradés comme les peptones, ou trés dégradés comme 
les acides aminés >| 
Si lon s’en tient aux données classiques, on estime que les peptones 

sont d’excellents aliments. Mais de plus en plus, il apparait que les B 
bactéries — pas plus que ‘homme — ne peuvent utiliser les protéines — ‘ 
ou les peptones telles quelles, mais qu’elles doivent d’abord les dégrader : 
en acides aminés a partir desquels elles reconstituent leurs protéines — 
propres. A cet effet, les bactéries sécrétent des enzymes protéolytiques 
qui passent dans le milieu ambiant pour y attaquer les grosses molé- — 
cules de protéines ou de peptones. Certaines bactéries liquéfiant Les 
gélatine, telles que le staphylocoque pathogéne, le bacille pyocyanique, — 
le proteus, etc., possédent toute la gamme des protéinases et peuvent 
attaquer les proleme totales, & condition que la concentration des 
enzymes soit suffisante. Ce n’est pas le cas pour les milieux A base de 
protéines trés pures. Sur de tels milieux, en effet, la digestion des — fe 
protéines ne peut s’amorcer et une multiplication importante ‘ des ns 
bactéries ne peut s’installer (Bainbridge, 1911). Si au contraire, on 
fournit des peptones commerciales qui renferment toujours une cer- 
taine' quantité a acides aminés, la multiplication des bactéries peut 
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produira par l’actio a des protéinases libérées. On pouvait donc penser 
qu’en régle générale, il devait étre possible d’obtenir le développement 
bactérien en n ‘offrant comme source d’azote que des acides aminés. 
L’expérience a montré qu’il en était bien ainsi et depuis longtemps, 
on sait cultiver de nombreuses bactéries — surtout des saprophytes — 
a partir d’acides aminés ou méme de sels ammoniacaux, comme source 
d’azote. Pour diverses bactéries pathogénes, il convient de fournir 
certains acides aminés indispensables : par exemple, lysine, trypto- 
phane, tyrosine, etc., qu’elles ne savent pas synthétiser. D’autre part, 


d’une espéce a l'autre, par exemple, l’aneurine et |’acide nicotinique 
pour le staphylocoque. 
i En ce qui concerne plus spécialement cette bactérie, G. Ramon, 
A. Boivin et R. Richou ont mis au point un milieu de composition 
chimique définie dont la plupart des acides aminés sont fournis par un 
_._hydrolysat de gélatine (1). Sur ce milieu, la culture du staphylocoque 
: est abondante et la production de toxine, 4 partir de la souche Wood, 


est quelquefois excellente (jusqu’A 650 unités), souvent — bonne om 
(15-20 unités) & condition d’assurer 4 la culture une atmosphére riche —_ 
en gaz carbonique (80 p. 100 d’air et 20 p. 100 d’acide carbonique). 


Pour notre part, nous avons cherché a éviter Vernploi de la gélatine, 
de certains acides aminés et des facteurs de croissance aie a 
obtenir dans le commerce A l’heure actuelle. 

Un hydrolysat de viande de cheval — ou de toute autre viande 


-; impropre a la consommation humaine — a été essayé 4 la fois pour |. 


la culture du staphylocoque et pour la production de la toxine staphy- 
lococcique (2). 

~ Le muscle a, en effet, ]’avantage de contenir tous les acides aminés 
et les facteurs de croissance indispensables A la végétation du staphy- 
locoque. I] n’apparait pas utile d’ajouter du tryptophane. Par contre, 
nous préférons ajouter systématiquement du glucose, qui permet une 
végétation plus abondante (facteur de départ). Le glucose existe bien 
- normalement dans. la viande fraiche sous forme de glycogéne, mais 

--avee le temps, il Ase les d’étre détruit (transformation en acide lac- 
tique). 

Nous nous sommes arrétés 4 la formule suivante : 

A 1.600 g. de viande de cheval, dégraissée et hachée, on ajoute 
330 c.c. d’acide sulfurique dilué au 1/3 en volume. On compléte a 
deux litres avec de l’eau distillée et on chauffe & 130° (autoclave) 
durant trois heures consécutives. Aprés refroidissement, on filtre sur 
papier Laurent et on raméne le volume a 2 litres. Ensuite on neutra- 


en faible acidité sulfurique pour étre bien stir de ne pas avoir un exces 
de sels de baryum, toxiques. Aprés quoi, on centrifuge. 


(1) G. Ramon, A. Borvin et R Ritcnou. C. R. Acad. Sci., 1936, 203, 604. 

(2) Le méme milieu additionné si nécessaire d’une décoction de levure 
convient également pour la culture de nombreux germes : bacille typhique, 
colibacille, bacille de Shiga, proteus, pyocyanique, vibrion cholérique, 
bactéridie charbonneuse (A. Borvin et M™e Lenourr) et aussi pour la cul- 
ture du bacille pesteux (G. Grrarp). 


5 " s’amorcer et grace: a ces ae ie la Fase ee: troasies se. 


les bactéries ont souvent besoin de facteurs de croissance, ,trés variables 


lise presque complétement 4 l’aide de baryte. Il y a intérét 4 demeurer — 
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Il ne reste plus qu’d amener Vhydrolysat & pH 7,4 21) 


ras de soude, on stérilise alors 4 115° durant quarante-ci 
L’hydrolysat ainsi préparé se conserve durant plusicurs i a Pei ka 
altération. ae er i 


Pour la culture du staphylocoque et la production de la toxine, on 
rt ee 1" répartit en ballons Fernbach de 2 litres, 250 c.c. d‘hydrolysat _ et 
iy 750 c. c. d’eau distillée. Puis, on stérilise 4 112°-115° pendant trois — 
quarts d’heure. On ajoute alors une solution stérile de glucose 4 raison 
de 4 g. de ce sucre par litre de milieu. La stérilité du. mélange sera 
contrélée par un séjour de vingt-quatre heures a l’étuve a 37°. _ Bien 
erie L’expérience a montré qu’a partir de la viande de cheval ainsi traitée, 
1 al _ ij était possible de préparer un milieu sur lequel le staphylocoque Ys! 

ali pouvait sécréter de la toxine. Ce milieu peut étre gélosé. a ts = 

Le milieu liquide ensemencé avec la souche de staphylocoques toxi- iy 
genes isolée par Nélis (staphylocoque 72) est mis a l’étuve 4 37° sans 
faire passer le courant habituel d’air et de gaz carbonique. Au bout de _ 
quelques heures, le milieu se trouble et au bout de vingt-quatre heures, 
la culture est abondante. Un voile discontinu apparait 4 la surface. — 
Aprés une semaine d’étuve, la culture est filtrée d’abord sur disque 

-d’amiante, puis sur bougie Chamberland L3. . 

Le titre de la toxine (hémolysine g) obtenue sur l’hydrolysat atteint 
en général 10 unités floculantes au minimum, titre au moins égal a 
celui des meilleures toxines préparées a partir de la méme souche avec 

Hints les milieux usuels (milieu Taylor, milieu de digestion papainique). : 

De l’examen de ces premiers résultats, il ressort que l’hydrolysat de 

- viande permet la culture du staphylocoque dans des conditions nor- 
ymales et la production réguliére de toxine de valeur antigénique élevée. 
D’autre part, la culture sur milieu a base d’acides aminés assure la 
toxinogénése sans le secours d’une atmosphere enrichie en gaz carbo- 
nique (3). Or les variations du courant gazeur influent, selon nous, 
d’une maniére importante sur la richesse des toxines. En éliminant ce 
facteur de variation, il est permis d’espérer une production plus régu- 
liére de la toxine staphylococcique. ; ER 

Ajoutons que les toxines obtenues sur le milieu 4 l’hydrolysat se 
transforment normalement en anatoxines par l’action combinée d’une 
minime proportion de formol et de la chaleur modérée (G. Ramon). 
D’autre part, ces anatoxines sont facilement débarrassées des matiéres : 
protéiques étrangéres émanant du milieu de culture, par la méthode : 
* Vacide trichloracétique de A. Boivin. 


ve 
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(Institut Pasteur, Annexe de Garches.) = 
q 


(3) Pour les particularités de la toxinogénése, .consulter en particulier 
F. M. Burner, J. Path. a. Bact., 1930, 1. — G. Ramon, R. Ricnou et P. Mrr- 
crer, Rapport It Congrés Microbiologistes de Langue Francaise, Paris, 
27 octobre 1938. — P. Mercier, Rev. Immunol., 1939,. 5;, 289. 
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METHODE DE TITRAGE RAPIDE DE LA PENICILLINE 
PAR INHIBITION DU POUVOIR REDUCTEUR 
DE W. PERFRINGENS SUR LE VERT-JANUS 


par A.-R. PREVOT. 


Les méthodes actuellement employées pour le titrage de la pénicil- 
line (Oxford, Heatley) sont lentes et il était intéressant de rechercher 
une méthode rapide pour le contréle de ]’élaboration de cette substance 
dans les cultures ainsi que pour la surveillance des opérations d’extrac- 
tion et de purification. Quelques auteurs avaient déjd pensé a utiliser 
comme test la croissance rapide de W. perfringens, en particulier 
G. Heller (1) qui, indépendamment de nous mais simultanément, a 
mis. au point une méthode trés élégante fondée sur ]’inhibition par la 
pénicilline de la production d’acroléine par cet anaérobie. Mais cette 
méthode n’en demande cependant pas moins de quatre a six heures 
d’incubation, ainsi que des manipulations délicates, telles que centri- 
fugation séparée de chacun des tubes et sensibilisation extemporanée 
du réactif de l’acroléine. En utilisant le pouvoir inhibiteur de la péni- 
cilline sur la réduction du vert-janus par W. perfringens, nous avons 


_abaissé le temps de titrage 4 une heure environ. Cette méthode est non 


seulement rapide, mais d’une extréme simplicité, puisqu’elle consiste 
a noter la décoloration d’un indicateur de rH. Voici comment nous 
opérons. 

Milieu. — Un litre de bouillon VF glucosé 4 2 p. 1.000, pH 7,4, est 
additionné de 2,5 cc. d’une solution de vert-janus 4 1 p. 100 (2) et 
réparti en tubes de Hall sans bille, de facon a ce que le niveau supé- 
rieur du milieu atteigne exactement |’étranglement, ce qui représente 
environ 7 c.c. ; on stérilise trente minutes 4 110°. Le vert-janus, au 
cours de cette stérilisation, vire au mauve-violacé. Les tubes stockés 
doivent subir une ébullition de trente minutes avant |’emploi (pour 
provoquer 1’état d’anaérobiose), puis ¢tre refroidis aux environs de 37° 
avant de recevoir les doses décroissantes des jus de pénicilline a titrer. 
Un témoin ne recoit pas de pénicilline. A 

Souche. — Nous utilisons actuellement la souche HA, qui pousse en 
une heure environ, réduit Je vert-janus dans le méme temps et dont 
0,1 c.c., ensemencé en tube de Hall, est inhibé par 0,5 unité Oxford. 
La souche est préalablement repiquée sur bouillon VF glucosé en tube 
de Hall et il faut utiliser une culture trés jeune (deux heures) en pleine 
fermentation. 

Titrage. — On répartit trés exactement d’abord les dilutions de péni- 


(1) G. Herter. Communication orale, 1945. 
(2) Nous utilisons Je vert-janus B marque RAL. 
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eilline et aussitot apres 0,1 c.c. de cette culture | 


y compris le témoin. Cette répartition doit é@tre ext 


stérile. Ce simple transvasement proyoque 1|’éclatement des bulles 

gaz naissant et permet un pipettage exact. : 
Aprés la répartition des doses de pénicilline et de W. perfringens 

il est absolument nécessaire de bien homogénéiser le mélange, car en— 

général la pénicilline reste en surface et la suspension microbienne 

tombe au fond, ce qui provoquerait des irrégularités. Cette homogé-— ee: 
néisation se fait au mieux en imprimant au tube tenu debout un 
mouvement rapide de rotation dans un plan vertical qui améne un 
brassage parfait du mélange. On place au bain-marie a 37°, de préfé- 
rence a l’étuve, ce qui accélére le titrage. Des que le témoin pousse ~ 

(environ une heure), il se décolore. En méme temps se décolorent tous 

alt les tubes ot la pénicilline n’a pas inhibé la croissance du perfringens. 

Le, premier tube non décoloré indique la dose minima inhibant 0,1 c. c. — 

bx, de perfringens, équivalant 4 0,5 unité Oxford. Cette méthode est non 

| aaa seulement rapide, mais sensible, puisqu’une différence de 0,01 c. c. 
RR Gn or d’une solution. pauvre de pénicilline améne la décoloration ou Ja non- 

ay ail décoloration. ' 

Le méme principe d’action inhibitrice de la pénicilline sur la déco- 
loration des indicateurs de rH par les bactéries réductrices permet 
d’apprécier en un temps trés court si un malade est justiciable de la 

_ pénicillothérapie. Tl suffit de remplacer la suspension de perfringens . 
par une suspension du matériel infectieux prélevé sur le malade (pus, 
sérosité) et les dilutions inconnues de pénicilline par des doses crois- } 
santes connues de pénicilline titrée. I] est bon de faire des bornes : 
espacées : 100 u, 50 u, 25 u, 10 u, 5 u, 1 u. En quelques heures, si le F 
matériel infectieux est pénicillo-résistant, tous les tubes sont décolorés 
et ceci en méme temps que le témoin. Si le matériel infectieux est 
pénicillo-sensible, les concentrations faibles (1 u, 5 u, etc.) sont déco- 
lorées avec retard sur le témoin, mais les concentrations fortes, 10, 20, 
50, 100 u, restent colorées. Ainsi le pus de pleurésie putride (8) de» 
M. Duf... s’est montré pénicillo-sensible, de méme que la sérosité de 
-pleurésie purulente de M. Fas... Par contre, les crachats infectieux de 
M. Ch... étaient pénicillo-résistants et le traitement n’a pas amené 
d’amélioration. D’ailleurs chacun des germes pathogénes constituant 
les pus peut étre étudié par la méme méthode. C’est ainsi que nous 
avons pu constater entre autres la grande sensibilité de Sph. funduli- 


formis, de Staph. anaerobius, de V. alcalescens et de R. glutinosa a la 
pénicilline. 


(Centre de Recherches sur la Pénicilline. Institut Pasteur.) 


GB) Nous remercions vivement nos collégues, les Drs R. Martin et SUREAU, 
d’'avoir bien voulu nous donner ces pus et nous permettre ces recherches. 


1% ee LN 


oa SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 


DISSOCIATION DU 8. MEGATHERIUM. 
ROLE DE LA COMPOSITION DU MILIEU. 
ACTION DU BACTERIOPHAGE SUR LES VARIANTES 


par R. WAHL. . 
: On sait que dans les cultures de certains bacilles sporulés aérobies, | 
d des variétés asporogénes, dites « mutilats » peuvent se développer. 


En particulier, Den Dooren de Jong (1) a vu apparaitre dans cer- 

- taines conditions, sur les cultures anciennes de megatherium sur. 
gélose des colonies secondaires de mutilat, et il a montré que beaucoup 
de souches de megatherium se montrent lysogénes pour certains de ces 
mutilats. Les souches normales, sporulées, seraient, au contraire, lyso- 
résistantes. ‘ 


Une étude de la dissociation dang des conditions particuliéres de ja. 


~souche 899 de Dooren de Jong nous a montré que le phénoméne-est — 
plus complexe que ne l’a dit l’auteur hollandais. 

La souche 899, envoyée en 1935 par Den Dooren de Jong 4 M. Woll- 
_man avait été pendant six ans entretenue par repiquages massifs dans 
notre lJaboratoire. C’est une souche sporulée, du type R et lysogéne. 


INFLUENCE DU MILIEU SUR LA pDissocIATION. — D’aprés Den Dooren 
de Jong la mutilation du B. megatherium est favorisée en milieu 
solide (gélose) par.l’addition de glycérine (5 & 10 p. 100), de glucose | 
(5 4 10 p. 100) et surtout de peptone (10 p. 100). Nous allons voir 
gu’une dissociation complexe apparait dans un milieu synthétique ot 
la source de carbone est le citrate de soude et la source d’azote le 
sulfate d’ammonium. Ce milieu est le suivant : 


Cvbrase dessoude) tMSOMIque: yates, to Seba puis th pa tay ae 3g. 
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Ajuster A pH 7,4 avec de la lessive de soude (environ 0,5 c.c. pour 
1 litre). On répartit par 10 c. c. dans des fioles d’Erlenmeyer de 30 c. c. 
(le megatherium est trés aérobie). 

Si on remplace le citrate de soude par le glucose, la dissociation ne 
se produit pas; pas plus qu’en substituant l’asparagine au sulfate 
d’ammonium. 

Enfin l’absence de calcium joue un réle essentiel. Si on ajoute au 
méme milieu synthétique 0,01 p. 100 de chlorure de calcium, les 
variantes lysorésistantes se produisent seules. La culture est d’ailleurs 
dans ce cas beaucoup moins abondante. Ceci s’explique facilement 

les variantes lysosensibles au bactériophage du megatherium 899 sont 
lysées en présence de calcium au fur et 4 mesure de leur formation. 


(1) Den Dooren vE Jone. Zentralbl. Bakt., 1931, 120, 1 et 15. 
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tous les deux jours, dans le mnttlege synthétique dont la com npo 
été donnée ci-dessus, Pendant trois 4 quatre ‘semaines, aucune -yariat 
apparente ne se produit ‘et Vaspect morphologique du B. megatheriu 
reste le méme (batonnets trapus, courts et larges, formant des chai- 
nettes de 2 4 3 éléments). Puis, 4 un moment donné, vers le dixitme ; 
ou le quinziéme repiquage, brusquement l’aspect du microbe change ~ 
et il se conservera indéfiniment dans sa nouvelle forme au cours des — 
cultures suivantes ; presque tous les éléments sont alors minces, géné- 
ralement plus longs que ceux de la souche originelle, quelquefois trés — 
longs. Ils se disposent en chainettes pouvant comprendre de trés nom- 
breux éléments. Dans les cultures anciennes, on voit, outre lées spores, 
par endroits, de grosses boules condensées. Cet aspect rappelle ceux 
de notre souche de mutilat (339 de Den Dooren de Jong). 

Les cultures en milieu synthétique étaient restées d’abord peu abon- 
dantes. Brusquement, en méme temps que la morphologie du microbe 
change, la culture devient trés dense. : 

Cependant, si on réensemence une de ces cultures en bouillon 
peptoné ou sur gélose inclinée, presque rien ne pousse. Sur gélose, 
tres largement ensemencée, ne se développent que de rares colonies. 

Quelques-unes sont des colonies normales, rugueuses ou_ lisses, 
d’autres sont touchées par la lyse ; plus ou moins translucides, irré- 
gulitres, découpées, en partie lysées au centre ou a la_ périphérie, 
formant des croissants, des anneaux. De certaines il ne reste que 
quelques débris. 

A partir de ces colonies plus ou moins lysées, les ensemencements 
donnent les résultats les plus irréguliers et souvent restent stériles. 
Parfois une trés mince couche microbienne commence A pousser, puis 
disparait. ‘ 

Isolement et caractéres des différentes variantes. — A partir de ces 
cultures, on peut isoler plusieurs variantes. 

Elles se caractérisent par l’existence ou non de sporulation, Vaspect 
des colonies et par le comportement vis-a-vis du bactériophage. 


— 


ah 
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1° VARIANTES SPORULEES. — On les isole assez facilement & partir des 
subcultures sur gélose, car elles sont lysorésistantes. Mais on introduit 
dans les repiquages du bactériophage, dont il faut déterminer l’ori-_ 
gine. Il est donc préférable de partir d’une culture de quelques jours 
sur milieu. synthétique, chauffée & 75° pendant une demi-heure. On 
détruit ainsi le bactériophage et les corps microbiens, et on part des 
spores. On obtient ainsi deux sortes de colonies et on isole deux 
variantes (2). ; 

a) Variante R. — Les colonies sont grandes (2 mm. de diamétre 
environ). Leur surface est vallonnée, mais les bords sont réguliers (et 
sont légérement découpés, comme ceux du B. megatherium 899 ini- 
tial). Elles sont donc d’un type R moins accentué que la souche 
initiale. Elles sont assez fortement pigmentées en jaune. L’aspect 
microscopique est intermédiaire entre celui du megatherium originel ae 


ee ew ee 


(2) Les qualifications R et S sont données d’aprés l’aspect des colonies. fxs 
Nl ne faut pas leur attribuer une signification plus précise. sees 
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et celui du mutilat, on y voit A la fois des formes courtes et des formes 
longues. Cette variante sporule assez abondamment. Elle est lysogene 
pour le mutilat 339 6 et lysorésistante au bactériophage de la 
souche 899, et 4 son propre bactériophage. Son. bactériophage parait 
différent du bactériophage originel car il lyse moins complétement le 
mutilat 339 b (on voit des colonies demi-lysées transparentes, d’autres 
avec centre lysé). — 3 

b) Variante S lysorésistante. — Les colonies, aprés vingt-quatre 


. 


A gauche, variante S, asporogéne et lysosensible. A droite, variante R, 
sporogéne et lysorésistante. 


heures sont plus petites (0,5 mm.), elles s’accroissent lentement, et 
n’ont leurs caractéres nets qu’au bout de deux ou trois jours. Elles 
sont lisses, translucides, non pigmentées. Au bout de trois a quatre 
jours, elles subissent en Jeur centre une transformation vitreuse ; la 
couche microbienne devient plus mince, presque transparente, mais 
la gélose est rarement mise 4 nu. Au microscope l’aspect est celui du 
mutilat, mais il n’y a pas formation de boules et il y a des spores 
nombreuses. Cette souche est comme la précédente lysorésistante au 
bactériophage de la souche 899 et lysogéne pour le mutilat 339 0. 


A 
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é 6té -conservées quatre ans A l’état sec (dessiccation & lair libre) 


 cultés, car il faut les séparer non seulement des autres variantes, mais 
J 


semaine. 


F 
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6) Variante S, lysosensible. — Des cultures en bouillon d’u 
asporogene lysorésistant isolé du milieu synthétique (voir plus | 


ce temps, nous y avons isolé a V’état de pureté une troisitme souche 
sporulée, C’est une forme S$ par l’aspect des colonies rondes, bombées +h 
lisses, A contours réguliers. On la met facilement en suspension hom 
gene. Au microscope, l’aspect est le méme que celui de Ja souch : 
originelle. La sporulation est particulitrement abondante. Cette variante 
est lysogéne pour le mutilat 339 b et les deux autres souches lysosen- | 
sibles que nous possédons. Mais elle posséde en outre un caractere trés* 2s 
particulier, non encore décrit pour une souche de megatherium spo-- 
rulé lysogéne, elle est lysosensible (pour le bactériophage du méga- 
thérium 899). ; 


2° VARIANTES ASPOROGENES. — Leur isolement comporte certaines diffi- 


du bactériophage. : 
Nous avons pu isoler également deux variantes asporogénes, une forme 
de type intermédiaire entre R et S (lysorésistante) et une forme § (lyso- 
sensible). - . 
a) Variante de type intermédiaire entre R et S. — A partir d’une 
subculture sur gélose ensemencée a partir d’une culture en milieu | 
synthétique transformée, au bout de vingt-quatre heures, sur fond de 
culture lysé dont ne subsistent que quelques fragments irréguliers, de 
rares colonies se sont formées, de 3 types se différenciant par la taille 
différente : & partir des grandes et des moyennes, on isole des souches 
sporogénes. Les plus petites, en pointe d’épingles, seront l’origine de 
souches asporogénes lyso-résistantes. C’est surtout leur croissance trés 
lente qui les distingue. Parfois elles n’apparaissent qu’au bout de 
quarante-huit heures. Elles atteignent 1 ou 2 millimétres en trois ou 
quatre jours. Par une série de repiquages on isole cette variante, 
puis par quelques passages sur gélose imprégnée de sérum antibactério- 
phage 899 on la sépare du bactériophage. J 
On posstde alors une souche dont les colonies ne sont pas fran- 
chement rugueuses, mais sont irréguliéres. Au microscope, les cultures 


se montrent formées de bacilles plus minces que le mutilat, ce caractére oh 
est encore fortement marqué pour les cultures en bouillon ; les formes : 


paraissent minces et parfois trés longues. I] ne se forme pas de boule. 
Cette souche est résistante au bactériophage du megatherium 899 et non 
lysogéne pour le mutilat 339 b. Elle n’est plus repiquable au bout d’une 


b) Variante S, lysosensible. — On ne peut Visoler directement, car 
la présence de bactériophage dans le milieu de culture empéche son 
développement. Il faut, pour pouvoir isoler cette variante lysosensible, 
des repiquages en série par colonies séparées sur des milieux ov elle est 
soustraite 4 l’action du bactériophage. 

Nous en avons utilisé deux : un gel de silice préparé suivant une 
méthode que nous avons décrite, auquel était incorporé un milieu 
synthétique sans calcium et un bouillon gélosé imprégné de sérum 
de lapin préparé par des injections de megatherium 899 lysogéne. Dans 
les deux cas, le bactériophage ne peut pas se multiplier, et, au bout 


y 
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souche sur bouillon gélosé ordinaire. Les colonies lysosensibles se 
distinguent par leur aspect lisse de toutes les autres variétés nées dans_ 
le méme milieu et plus ou moins rugueuses. Elles sont, comme celles 
de ja variété lisse sporulée, nettement pigmentées, franchement jaunes. 
Microscopiquement, ce sont des formes assez gréles et longues, avec 
tendance & la concentration en boules du protoplasme. Une coloration 


au Gram peu poussée met en évidence, dans les cultures un peu Agées, 


des granulations intracellulaires. En somme, tous les caractéres du . 
mutilat 339 b de notre laboratoire. 
Cetle variante est lysée par le bactériophage du megatherium 899, 
avec formation de plages typiques, semblables a celles qu’il poe sur 
le mutilat 339 b. t 


ConeLusions. — 1° Une souche de megatherium lysogéne, méme 
entretenue depuis longtemps au Jaboratoire, n’est nullement stabilisée. 
Elle est en perpétuelle transformation, ce qui parait en rapport avec 


la présence de bactériophage, agent trés actif de mutation microbienne. 


2° Les dissociations décrites ici sont en relation avec la composition ~ 
du milieu de culture. ; —— 
' 3° Tl nous parait démontré que, & partir des microbes sporulés, 
prennent constamment naissance des formes asporogénes en grand 
nombre. Celles-ci sont en général sensibles au bactériophage de la 
souche. I] semble que la lysorésistance constatée chez certaines d’entre 
elles soit acquise. En tous cas, les souches sporulées se sont montrées 
lysogénes : meis elles ne sont pas toutes lysorésistantes, il y a des 
souches sporulées lysosensibles. 

4° La lysosensibilité et la lysogénéité se sont montrées indépendantes 
des caractéres des cultures (état lisse ou rugueux ; morphologie des 
bacilles). 

5° Dans un milieu dépouryu: de calcium, le bactériophage des 
souches lysogenes se reproduit, bien que la lyse des formes lysosen- 
sibles ne s’y fasse pas. Ceci confirme ce que nous avons déja montré 
par une autre voie, avec un autre bactériophage : la multiplication 
du hbactériophage et la lyse sont deux phénoménes indépendants l’un 
de Tautre. 


(Institut Pasteur. Service du Bactériophage.) 


Les communications suivantes paraitront en Mémoire dans _ les 
Annales de lVInstitut Pasteur 


Chimiothérapie associée a la désensibilisation en tuberculose 
expérimentale. Note II. Action du p-amino-benzéne-sulfonyl 
thiourée associé 4 la tuberculine, par B. Kreis. : 

Cultures de tissus appliquées a la solution de problémes 
immunologiques. I. Etude du pouvoir nécrosant des toxines 
microbiennes in vitro, par E. Lasrarcurs et A. DELAUNAY. 
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Adsorption du virus de la ae de® Geers 
d@aluminium. Action, sur le complexe, | 
- aprés congélation, par P. Goner. 


Séance du 5 juillet 1945, 


Présidence de M. GASTINEL. 


COMMUNICATIONS 


SUR L’ACTION DEPRESSIVE DU VENIN 
| DE BITIS ARIETANS = 


par Paut BOQUET. 


nN Dies _Depuis les travaux de Manwaring (1), de Simonds et Brandes (2), — 

Hato 4 de Dragsteat et Gebauer-Fuelnegg (3), de Bartosh, Feldberg et Nagel (4), 

' on admet que sous l’influence de linjection d’une protéine déchai- 

nante, les tissus de l’animal sensibilisé 4 cette protéine libérent on 

substances capillaro-motrices comparables A l’histamine. 

_ Déja en 1930, Essex et Markowitz (5) avaient fait un i pnanie os 

entre les propriétés physiologiques du venin de crotale et celles de 
Vhistamine. Injectés dans le derme de ‘homme, a petite dose, ces 


_ deux poisons produisent en effet une méme réaction locale connue — 9 
sous le nom de triple réponse de Lewis. D’autre part, linjection intra- 
veineuse 4 un chien, ou a un lapin d’une faible’ quantité de venin «od 


d’aspic, de crotale ou de cobra, abaisse sa pression sanguine. — sete 

En se fondant sur ces observations, Chopra et Chowan (6), puis ; 
Kellaway et ses collaborateurs (7) ont émis l’hypothése que les venins + 
libérent dans l’organisme, par un processus comparable a celui du 
choc anaphylactique, des substances histaminiques qui déclenchent des “4 
réactions yaso- “motrices responsables de la chute de la pression san-— 
guine. 

Kaufmann (8) en 1896, injectant & un chien du venin de la vipére 
commune de France, observa un abaissement de la pression artérielle, 
mais ce venin renferme un facteur thrombosant capable a lui seul de 


(1) J. Immunol., 1925, 40, 567 et 575. Retry, ais: 
(2) Ibid., 1927, 43, 1. - 

- (3) Am. J. Physiol., 1932, 402, 512, ae 
(4) Pjliigers Archiv., 1932, 230, 129 et 164: 234, 616, z e 
(5) Am. J. Physiol., 1930, 92. 698 et 705. is 
(6) Ind. J. Med. Res., 1934, 24, 493. 
(7) Australian J. exp. "Biol. a. Med. Sei., 1936, 44, 57 
(8) C. R. Soc. Biol., 1896, 48, 860. 
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perturber la circulation. Or, parmi les Vipéridés, Bitis arietans sécrdte 
un venin qui ne produit jamais de thromboses vasculaires. C’est 
pourquoi nous avons étudié sur le systéme circulatoire du lapin, ses 
3 propriétés physiopathologiques jusqu’alors inconnues. 


TABLEAU I. 


| 
: | PRESSION | PRESSION 
2 NUMERO | DOSE DE VENIN initiale 10 minutes f 
a du lapin | (en mg. par kg.) (en cm. aprés REMARQUE 
de Hg.) Vinjection 
4 0,2 13,6 9 
2 ‘0,25 13 9 
3 0.75 V4 6,2 
4 0,3 43,5 10,5 Animal anesthésié 
a léther. 
DOSE 
TEMOINS histamine 
(en mg. par kg.) 
eet ata) oe 0,2 42 10 
2... 0,2 14 47 Anima] anesthésié 
a Véther. 
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f Chute de la pression carotidienne chez un lapin a la suite d'une injection de 
7 2,58 mg. de venin de Bilis arielans par voie veineuse, soit 0,15 mg. par kg. 


) 


Il faut injecter dans la veine d’un lapin du poids de 2 kg., 
| 2 milligrammes de ce venin pour le tuer en quelques heures. Une dose 
. cing fois moins forte n’est pas mortelle, mais aussitdét apres l'injection, 
2 on enregistre une chute brusque et profonde de la pression artérielle 
carotidienne (tableau). 


a 


es 


: AN 


Oiptiiel en dix a quinze minutes. ' 
eas Des doses du méme venin comprises entre 0, 2 et i milligra pi 
4 kilogramme de poids vif déterminent des troubles plus intenses- et pro- 
Sih Jongés. 2: 
| - Deux injections d’une dose inframortelle de venin, répétées a quinze 
minutes d’intervalle, produisent un abaissement durable de la pression 
artérielle et désensibilisent l’animal a 1’effet dépresseur d’une troisiém Pee 

- épreuve pratiquée quinze minutes plus tard. Cependant, un lapin 
wey désensibilisé par ce procédé réagit a l’injection intraveineuse de 

0,25 mg. de chlorhydrate d’histamine. Mais tandis que la réaction = 
circulatoire 4 histamine est inversée chez l’animal en état de sommeil 

anesthésique, nous avons constamment observé de l]’hypotension chez — 
le lapin envenimé et anesthésié a ]’éther ou 4 l’éthyluréthane. x 

L’administration préventive par voie veineuse d’un antihistaminique _ 

de synthése, le 2339 RP A la dose de 5 mg. par kilogramme, quinze — 
minutes avant l’injection de venin (0,25 mg. par sictaeh en n’a pasa 
exercé d’effet protecteur appréciable. a 
cara) Signalons enfin qu’tin utérus de cobaye plongé, selon la technique 
. de Schultze-Dale, dans une solution a 1 p. 100 de venin de Bitis arie- 
tans, se contracte comme l’utérus d’un sujet anaphylactique au contact. 
de l’antigéne sensibilisant. 

Ces faits sont en tous points comparables aux manifestations physio- 
pathologiques de l’envenimation telles qu’elles ont été décrites par Ley 
‘Essex et Markowitz, puis par Kellaway 4 propos des venins de Colu-- 
yom) 5 bridés' et de Crotalinés. Toutefois Virréversibilité du tracé de la pres- : 

: sion artérielle sous l’influence des anesthésiques, ne permet pas, 
4 jusqu’’ plus ample informé, d’assimiler entiérement I’ action dépressive wae 


du venin de Bilis arietans & celle de Vhistamine. vey, & <a 
| : ; 


Cf ee 


(Institut Pasteur, Garches.) 
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DEGRE D'INHIBITION DU POUVOIR PATHOGENE 
i DES TOXINESEBOTULIQUES APRES CONTACT 
AVEC LA SUBSTANCE NERVEUSE (1) 


par R. LEGROUX et Jean C.-LEVADITI. 


En 1898, Wassermann et Takaki [4] ont démontré que la substance x 
nerveuse de cobaye normal, émulsionnée en présence d’une quantité 
appropriée de toxine tétanique est capable d’en suspendre 1’effet patho- 


(1) Les termes de « fixation de la toxine » ou d@’ « inhibition de son pou- 
voir pathogéne » par la substance nerveuse ont été substitués par nous 
aux termes eintloves antérieurement : neutralisation ou adsorption qui ont 
des significations parfaitement définies en ‘biologie ou en chimie et ne 

| répondent pas exactement au phénoméne obkservé. 
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gine! Etant donnée l’importance théorique: de’ ce fait, ‘que ‘Wassermann 
avait interprété comme étant dd aA la destruction de la toxine tétanique 


par la substance cérébrale normale, cette expérience a été reproduite 
la méme année par Knorr [2], A. Marie [3], Roux et Borrel [4] et 
Milchner [5]. En réalité la toxine tétanique n’était pas détruite comme 
le croyait Wassermann, elle était seulement fixée aux particules 
de substance cérébrale et A. Marie [3] réussit 4 l’en séparer. Metchni- 
koff [6] constata de plus que la substance cérébrale imprégnée de 
toxine puis introduite dans l’organisme animal, était englobée par Jes 
phagocytes et. digérée par eux en méme temps que la toxine. 

La toxine diphtérique dans les expériences de Morax et Marie [7], 
Tiffeneau et Marie [8], Guy Laroche et Grigaut [9], et celles plus 
récentes de Ramon, Debré et Uhry [410] se comporte de méme 
quoique 4 un degré moindre. S’il s’agit de la toxine botulique |’inhi- 
bition est également faible si l’on se référe aux résultats de Kempner 
et Schepilewsky [44] et a ceux plus récents de Tani [42], ce dernier 
ayant utilisé une toxine botulique’de type A. Il faut remarquer qu’au 
moment ot Kempner et Schepilewsky expérimentaient on ignorait 
encore les divers types antigéniques de Cl. botulinum. 

L’étude de l’inhibition du pouvoir pathogéne de la toxine botulique ~ 
par sa mise en contact avec la substance cérébrale de cobaye ou de 
lapin normal a été reprise par nous dans le but de comparer le nombre 
de doses mortelles de toxine botulique fixées par la substance céré- 
brale au nombre de doses de toxine tétanique qui peuvent étre fixées 
dans les mémes conditions. Le pouvoir pathogéne des deux toxines 
différe en ce sens que la toxine botulique agit sur le systéme neuro- 
végétatif plus que sur le systéme nerveux central alors que la toxine 
tétanique a une action élective sur ce dernier. 

Deux échantillons de toxine botulique, l’un de toxine botulique A, 
l’autre de toxine botulique B et un échantillon de toxine tétanique, 
utilisé 4 titre de témoin ont été mis en contact avec la substance céré- 


brale. 


DisPositIF EXPERIMENTAL. — Nous avons établi a l’avance pour chaque 
échantillon des toxines que nous avons utilisées, la dose minima mor- 
telle (d. m. m.), c’est-a-dire la dose de toxine capable de tuer le cobaye 
de 450 g. en quatre jours, dite unité internationale. Chaque toxine 
est diluée de facon 4 contenir 5.000 d. m. m. par centimétre cube. Une 
partie de cette dilution est émulsionnée avec du cerveau de cobaye 
normal, finement broyé au préalable, dans le rapport de 2 c. c. de 
dilution de toxine pour la moitié d’un cerveau de cobaye, soit 1,6 g. 
de matiére cérébrale. L’émulsion homogéne de consistance pdteuse est 
centrifugée dix minutes 4 3.000 tours-minute, de maniére a4 éliminer 


‘la presque totalité de la substance cérébrale ; le liquide surnageant, opa- 


lescent, est prélevé. Ce liquide ainsi que la toxine qui n’a pas subi le 
contact de la substance cérébrale est dilué. On injecte par voie intra- 
musculaire 4 des lots de plusieurs cobayes des doses décroissantes de 
toxine ne contenant que 100, 10, 1 ou 1/10 de d. m. m. sous le volume 
constant de 1c.c. Les cobayes inoculés peuvent mourir avec les 
symptémes de l’intoxication. tétanique ou de 1]’intoxication botulique, 
chacun d’eux est. indiqué sur le tableau par le signe (+) et la durée 
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moyenne de ]’incubation et de la maladie est relevée pour chaque dose. ; 
D’autres cobayes survivent définitivement et chacun d’eux est indiqué SA 
par le signe (—). erect ie 

L’expérimentation a porté sur un nombre d’animaux de beaucoup aa 
supérieur aux essais antérieurs dans le but d’augmenter la précision _ 
des résultats et d’éliminer, autant que faire se peut, les variations de 
réceptivité individuelle toujours importantes pour des doses aussi 
faibles. 


Experience I. — Tozine tétanique. — L’échantillon de toxine téta-; = 
nique titre 150.000 unités internationales par centimetre cube. La dilu- 
tion qui contient 5.000 d. m. m. par centimétre cube est émulsionnée ¥ 
avec la substance cérébrale de cobaye normal, puis centrifugée, enfin ps 
les dilutions successives sont inoculées aux cobayes, le résultat des * 
injections est résumé dans le tableau I. 9 


TasLeau 1. — Toxine tétanique. 


APRES CONTACT 


NOMBRE DE D.M.M. TEMOIN 


avec un cerveau de cobaye 
HOON ePRR oe ek aetna ae } LS at tae 
| 341 heures. 404 heures. 
Ripe aie haa ane eet ++——— 
44 heures. 216 heures. 
LTO IME aon Dy AU ERS } ecw ora 
96 heures. 


De l’examen de ce tableau, il résulte que la mise en contact de la 
loxine tétanique avec la substance cérébrale est capable d’inhiber 1’effet 
pathogéne d’environ 10 doses mortelles de toxine. Pour cette dilution 
les 5 cobayes témoins sont morts en quarante-quatre heures, tandis- 
que les 2 autres animaux sont morts aprés quatre jours, donc au dela 
de la durée fixée par la convention internationale, et les 3 derniers ont 
survécu. 


ExpéRieNcE II. — Tozine botulique A. — L’échantillon de toxine 
botulique A titre 10.000 unités toxiques par centimétre cube. Il est 
dilué au 1/100 avant d’étre mis en contact soit avec du cerveau de 
cobaye (1,6 g. p. 2 c.c.), soit avec du cerveau de lapin (2,6 g. p. 2c. c.). 
Aprés centrifugation, le liquide surnageant est dilué, ainsi que la 
toxine qui n’a pas été mise en contact avec la substance cérébrale, 
jusqu’a ne contenir que 10, 1 ou 1/10 de d. m. m. 

_ De V’examen du tableau II, il résulte que le cerveau normal de- 
cobaye, comme le cerveau normal de lapin, inhibent tous deux 1’effet 


_ d'une quantité faible mais indiscutable de toxine. Cette dose de toxine 


est inférieure ou égale 4 V’unité internationale. Les animaux résistent, 
ou leur mort est plus tardive que celle des animaux inoculés avec la 
simple dilution de toxine. LA encore comme pour Ja toxine tétanique, 
les résultats sont en accord avec tous les résultats antérieurs. 


— 
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Tasieav Il. — Toxine botulique A. 


; APRES CONTACT APRES CONTACT 
- NOMBRE DE D. M. M. TEMOIN avec du cerveau avec du cerveau 
: . de cobaye de lapin 
i ad OR ae a } eset at arai ave abrir 
| 35 heures. 34 heures. 81 heures. 
Bes A Te ait a “ok SIO Retr si tene 
: 90 heures. 160 heures. 54 heures. 
Sar ee + +4++ 
O86 -- 2. we ew oe ERK RK ee —-—— ++ — 
73 heures. 420 heures. 408 heures. 
Expérience III. — Tozine botulique B. — L’échantillon de toxine 


botulique B titre 300.000 unités internationales par centimétre cube. 


[L. est donc dilué 4 1 p. 3.000 avant d’étre mis en contact avec le 
cerveau de cobaye ou le cerveau de lapin, comme la toxine botulique_A.- 


Les résultats expérimentaux sont résumés dans le tableau III. 


TasLeau III]. — Toxine botulique B. \ 


F APRES CONTACT APRES CONTACT 
NOMBRE DE D. M. M. TEMOIN avec du cerveau avec du cerveau 
: de cobaye de lapin 


ee cae ++++4++ 


Seip aaa = , 
37 heures. 38 heures. 57 heures. 


bhp iy ttt 


82 heures. , 86 heures. 147 heures. 


Ba es +4+4+4++— | +4+4+4+4+ 
ptttttet 


+ 
452 heures. 446 hoes: 472 heures. 


Le nombre d’observations est suffisamment important (puisque 
chaque signe + ou — correspond 4 un cobaye inoculé) et les doses de 
toxine injectées suffisamment faibles pour qu’il soit évident, qu’en 
aucun cas ni le cerveau de cobaye, ni le cerveau de lapin n’ont inhibé 
l’effet pathogéne de la toxine. La toxine botulique de type B ne se 
comporte donc pas comme les autres toxines : tétanique, diphtérique 
ou méme botulique A. 

Avant de conclure, il faut souligner que notre échantillon de 
toxine B a un taux d’activité pathogéne de beaucoup supérieur a celui 
des autres toxines et que la d. m.-m. (définie par la convention inter- 
qationale : mort du cobaye de 350 g. en quatre jours), est difficile a 


tthe ale les” spdteee avec caite’ a botulique 
- * animaux injectés peuvent mourir de botulisme chroniqu I 
mec: [13]) quinze jours et méme deux mois aprés leur inoculation, 
qui. rend difficile l’appréciation d’une diminution du pouvoir et 2 


ConcLusion. — Le degré d’inhibition du pouvoir pathogéne de la 
toxine botulique de type A, aprés contact avec une quantité appropriée Mae. 
de substance nerveuse de cobaye normal, est trés inférieur au degré 
d’inhibition de la toxine tétanique traitée dans les mémes conditions. —_ 

Le pouvoir pathogéne de la toxine botulique de type B n’est pas modifié 
dans des circonstances expérimentales identiques. I] ne semble donc 
pas qu’on. puisse établir de rapport entre l’affinité des toxines pour la 
substance cérébrale in vitro et leur tropisme, soit pour le systéme 
nerveux central pour la toxine tétanique, soit pour le systeme neuro- 
-végétatif pour les toxines botuliques [44]. 

Une conclusion curieuse peut étre en outre envisagée : Kempner et 
Schepilewsky expérimentaient en 1898 avec la souche de Van Ermen- 

gem, Tani en 1934 a utilisé une souche de type A, le résultat obtenu 
par nous. avec la toxine de type A est identique au leur. Les résultats 
de nos expériences sont suffisamment différents selon qu’il s’agit de 

_ toxine A ou de la toxine B pour qu’on puisse se demander si la pest 
de Van Ermengem n’était pas du type A. 
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‘Variabilité de la virulence d’une souche de bacilles tuber-— 
culeux biliés au cours de l’infection chez le cobaye, 
par F. van Dense. * 
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_ Influence antagoniste de l’asparagine et de l’acide cystéique 
sur la croissance du bacille tuberculeux humain, par E. Prr- 
picon, F. Bouquet, M"* T. Mazauprer et M"° F. Goparp. 


‘Les facteurs chimiques dans la genése des lésions tubercu- 
leuses chroniques, par A. Drtaunay, R. VenpRety et Ml J, Pacgs. 


Quinoléines 4 chaine latérale et arylaliphatique douées de 
propriétés antimalariques, par A. Funxr, D. Bover et G. Mon- 
TEZIN. 


lisme naturel, par R. Lecroux, Jean-C. Levaprri et R. Lamy. 


I. Métabolisme respiratoire du bacille de la fiéole, par A. An- 
* DREJEW. 


divers types de bacilles paratuberculeux, par A. AnpREJEW. 


Séance du 44 octobre 1945. 


Présidence de M. N&GRE. 


PRESENTATION D’OUVRAGE 


M. C. Levapitr présente son ouvrage La pénicilline et ses applications 


thérapeutiques (1), qu’il a rédigé essentiellement a l’usage des méde- 
cins- praticiens. 


“Cette monographie comporte deux parties essentielles. Dans la pre- 
miére, il est question du Penicillium notatum et de sa sécrétion anti- 
bactérienne, la pénicilline. Des problémes d’ordre biologique y sont 
sommairement traités, pour autant qu’ils intéressent le médecin. La 
seconde partie, plus importante, embrasse l’ensemble des résultats 
thérapeutiques enregistrés jusqu’a ce jour dans le domaine des pro- 
cessus infectieux. Le mode d’emploi y est exposé comme il convient. 
L’auteur y ajoute des données expérimentales se rapportant aux maladies 
microbiennes, 4 la syphilis, 4 la fiévre récurrentielle, etc., recueillies 
dans notre laboratoire. L’ouvrage se termine par une étude sommaire 
des principes antibiotiques élaborés par des moisissures autres que le 
Penicillium notatum. 


(1) Masson, édit., 150 pages, 65 figures. 


AISE DE MICROBIOLOGIE Mea iar 


Le botulisme expérimental du cheval et la question du botu- _ 


II. Contribution a l’étude du métabolisme respiratoire de  — 
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VIRULENCE DES DEJECTIONS DE PUCES PESTEUSES 
, par Gzorces BLANC et Marce: BALTAZARD. 3 ip ir 


La virulence des déjections de puces (Xenopsylla cheopis) a été éta- ee 
blie par la Commission anglaise des Indes. Kato (1) a montré que cette ees 
virulence se maintenait pendant au moins huit jours. Verjbitski (2) _ 
a constaté que les déjections de puces, déposées sur du linge aprés — 
dilution étaient encore virulentes aprés cent soixante-huit jours sur 
les effets conservés en milieu humide, 4 l’obscurité et 4 basse tempéra- 
ture, alors que la durée de survie du germe ne dépassait pas quatre 
jours sur les effets soumis 4 la lumiére et a la dessiccation. Nous avons 

- montré que des puces d’homme (P. irritans), trouvées infectées en milieu 
; pesteux, émettaient des déjections virulentes, et que ces déjections— 
aaty étaient encore infectantes aprés cing jours de conservation 4 l’air libre, 
a sec, 4 la température du laboratoire (3). Dans les mémes conditions 
- expérimentales, nous avons conservé des déjections de poux (P. corporis) 
re pendant au moins neuf jours (4). . 
yt Ces expériences ont été reprises au laboratoire sur des puces d’éle- 4s 
swage (Xenopsylla cheopis) en cuve, selon la technique que nous avons 
3 plusieurs fois décrite (65). 
Depuis décembre 1948, un « élevage » de puces infectées de peste est 
{ -entretenu a notre laboratoire (6). A l’origine, plusieurs milliers de F 
‘ | puces neuves ont été nourries sur des cobayes pesteux, puis l’infection = 


une fois établie chez les puces, on n’a plus mis dans la cuve que des 
‘animaux neufs, qui s’infectent en général dés le deuxitme jour et +e 
meurent de peste dans la cuve. La lititre de son n’étant jamais = 
changée, des éclosions se produisent constamment ; les puces neuves is 
s’infectent sur les animaux contaminés par leurs ainées, et ainsi dé is 
suite depuis un an et demi. Un certain nombre de récoltes de déjec- 
tions ont été faites dans cette cuve, dont l’une a été utilisée pour les 
expériences de conservation rapportées ici. Cette récolte a été faite, — | 
selon le mode habituel, sur les poils d’un rat blanc, mis le 5 mars cg 
1944 dans la cuve, et mort le lendemain soir. La rate et les poumons ee 
de ce rat montrent déji, malgré la briaveté de son séjour dans la cuve, 
d’assez nombreux bacilles de Yersin. Les déjections récoltées sont 
mises dans une ampoule scellée conservée A la température du labo- ~ 
ratoire et & l’obscurité. : 
Le lendemain de la récolte, 7 mars, 2 mg. de ces déjections, 


) (1) Karo, Saikingaka Zassi, 1913, 8, 218. se 
; (2) Verserrsxi, J. Hyg., 1908, 8, 162. as 19 
(3) G. Brane et M. Batrazarp, C. R. Acad. Sci., 1941, 243, 813. . 8 
(4) G. Buanc et M. Bartazarp, C. R. Acad. Sci., 1941, 243, 849. 

(5) G. BLANc et M. Battazarp, Arch. Inst. Pasteur Maroc, 1941, 2, 465. 

(6) Spécialement, pour lobtention constante de souches de haute viru- 


se destinées 4 Vinoculation des chevaux producteurs de sérum anti- 
esteux. 
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conservées vingt-quatre heures, sont dilués et inoculés ‘sous 2 beau 
d’un cobaye qui meurt de peste en sept jours. 


COBAYE 28.28 COBAYE 28.98 


COBAYE 658.75 


REO 
AEE 
EMGRGEOEE 


SACRIFIE 


MORT 
16 MOIS 


eCourbes de température de cobayes inoculés avec des déjections séches de 
puces pesteuses, aprés un temps de conservation allant de vingt-quatre heures 
a un an et demi. 


Le 7 juillet, 1 mg. aprés cent vingt-deux jours de conservation, 
est inoculé dans le péritoine d’un cobaye qui meurt de pesté en cinq 
jours. 


_ ANNALES DE L’IN ie ee 
Le 12 septembre, apres cent quatre-vingt-dix jou 
—Jation, mort en cing jours. es ee 

Le 16 janvier, apres trois cent seize jours, 1 mg. inoculé dans 
cuisse d’un cobaye le tue en six jours. ~ One ee 
~ Le 6 mars 1945, un an apres la récolte, 2 cobayes sont inocul 
V’un avec 2 mg. par voie sous-cutanée, et l’autre avec 1 mg. par 
voie intrapéritonéale. Le premier meurt dix jours plus tard de peste — Bg 
subaigué, avec une rate énorme farcie d’abcés, de nombreux petits. 
abcés du foie, et les poumons envahis de nodules pesteux. Le second — 
meurt six jours aprés l’inoculation : foie et poumons normaux, rate 
un peu grosse avec quelques petits abcés. Dans les. deux cas, les — 
examens microscopiques de frottis de rate, de foie et de poumon, 
ainsi que les cultures du sang et des viscéres, confirment la nature 
pesteuse de 1’infection. 

Enfin, le 6 juillet 1945, un cobaye est inoculé dans la cuisse avec 
1 mg. de déjections conservées depuis seize mois. Le .cobaye présente, 
dés le quatriéme jour, un ganglion inguinal gauche de la taille d’un 
petit pois, et meurt le 12 juillet. Pas de Iésions au lieu de 1’inocula- 
tion. La rate est grosse, friable, sans abcés ; le foie est granuleux et 
et sans abcés ; les poumons présentent d’asez nombreux infarctus, pas 
de nodules, ni d’abcés. Le tableau est celui d’une infection pesteuse 
‘aigué ; les frottis du ganglion inguinal montrent la présence de 
quelques bacilles par champ, de méme les frottis de poumons ; les 
frottis de rate et de foie montrent d’innombrables bacilles. Les cul- 


ioe 4% 


tures de sang du cceur, de rate et de foie, poussent abondamment. Le ‘4 
 bacille identifié est un bacille pesteux. a 

* Ces expériences montrent que tout ou partie des bacilles pesteux © 
-contenus dans les déjections ont gardé une virulence intacte, aprés oa 
seize mois de conservation 4 sec (7). a 

! 


Quelle est la portée de ces expériences ? nee 
Bien qu’on ne puisse affirmer que cette extréme longévité et cette Ae 
conservation de virulence du bacille pesteux dans les déjections de 
puces gardées en tube scellé se rencontrent également dans la nature, 
il est bien évident que si le virus peut se maintenir dans les terriers 
pendant un an ou plus, sous forme de déjections de puces ou de puces 
mortes (8), les unes et les autres constituent immanquablement un 
: réservoir de virus des plus importants qui, en dehors des autres modes 
de conservation, permettrait de comprendre le maintien enzootique de 
la peste en certaines régions, comme la conservation du virus dans 
les déjections des poux: typhiques permet d’expliquer l’endémicité du 
typhus exanthématique. 
Par ailleurs, nous avons montré que Je virus se conserve également 
dans les déjections des puces et des poux de l’homme, et nous avons 
pu infecter des souris par voie muqueuse avec des déjections émises is 


5) La derniére expérience faite montre que ce délai peut étre porté A 
dix-huit mois. 
(8) Des recherches actuellement en cours nous ont montré que les puces 


mortes contiennent encore des bacilles vir i j 
J e ulents aprés cent cinquante jours 
de conservation a sec. z . 


= 
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par des Pulex irritans récoltées dans des maisons de pesteux Les 


déjections des ectoparasites de 1"yhomme (9) peuvent donc infecter par 
voie muqueuse. Si l’on songe A la quantité considérable de poux et 


de puces infectés sur les pesteux, qui souillent de leurs déjections les 
vétements et les objets, le rdle infectant de ces déjections parait pos- 


sible, spécialement dans la dispersion de la peste par les vétements, 


dispersion dont les exemples abondent et qu’avaient si bien observée 


les anciens auteurs. Avec Diemerbroock, parlant du danger de laisser 
vendre les vétements de pesteux et rapportant le cas d’un enfant 
auquel son pére avait acheté et fait porter des vétements provenant 
d'un autre enfant pesteux, nous pouvons dire: « Et veste et peste 
simul vestivit (10). 


L’ANEMIE INFECTIEUSE DES EQUIDES (°) 


V. — PASSAGES ACCELERES DU VIRUS 
PAR UN ORGANISME SENSIBLE 


par L, A. MARTIN. 


| 


La non-fixité de la période d’incubation de 1l’anémie infectieuse 
expérimentale est un des principaux obstacles, parmi bien d’autres, 
auxquels se heurte 1l’expérimentation. Nous avons montré antérieu- 
rement que, pendant la période d’incubation apparente, silencieuse au 
point de vue clinique, le virus envahit la totalité de l’organisme en 
deux ou trois jours. Ceci nous a amené a penser que le virus « jeune » 
prélevé (sous forme: de sérum sanguin) trois jours aprés ]’inoculation 
virulente d’un sujet neuf, pourrait ne pas étre identique 4 un virus 
« vieux » prélevé longtemps aprés le début de l’infection. On pouvait 
croire qu’un virus « repiqué » sur un organisme neuf doit suivre le 
sort de tout étre vivant, qu’il passe par une phase de multiplication, 
de jeunesse, avant d’atteindre la forme adulte de résistance qui per- 


(9) Répondant aux objections qui nous ont été faites, nous ne disons 
pas: il n’est d’épidémie de peste que par les ectoparasites de l’>homme, 
mais bien: il n’est d’épidémie de peste bubonique et septicémique que 
lorsque s’établit la vection interhumaine par ectoparasites, quels ‘que 
soient ces ectoparasites, et méme s’ils ne sont pas des parasites habituels 
de Vhomme (Xenopsylla cheopis « libres », Synosternus pallidus). Il reste 


—eependant bien certain que les ectoparasites spécifiques de ’homme (Pedi- 


culus, Pulez), sont toujours les mieux placés par leur spécificité méme et 


. par leur nombre ; 4 moins de leur refuser le pouvoir pestigéne, ce que 


controuvent nos expériences qui ne sont pas comme on l’a dit « des expé- 
riences massives qui dépassent largement les possibilités naturelles de la 
transmission », mais bien des expériences conduites avec des lots de puces 
ou de poux récoliés dans la nature, lots qui ne représentent méme pas 


Ja totalité des ectoparasites d’un seul homme ou d’une’ seule chambre. 


(10) Dremersroock, Tractatus de peste, Amstelaedami, 1565, 116. 
(*) Ce travail fait suite 4 ceux publiés dans les Arch, Inst. Pasteur Maroe, 


1940, 2, 259. 


. sistera ‘phatiquement: toute la vie’ du porteur ee. A ce 
de jeunesse, on pouvait supposer au virus une plus peat 
—Vité. Nous espérions, en faisant des passages accélérés t 
jours, arriver 4 manipuler un virus plus dynamique, en voi 
pétuelle multiplication, qui forcerait l’organisme 4 répondre par 
maladie apparente rapide, et que l’incubation Spparants rejoin 
peu a peu l’incubation vraie. . 

Nous ne sommes pas arrivé au résultat escompteé. 

Néanmoins, nous relaterons l|’expérience entreprise, qui nous montr = ~ 
qu’un virus « jeune » était différent d’un virus « vieux » en ce sens) 
que, si les oa 315 d’un virus « vieux » sont possibles indéfiniment _ 

4 de longs intervalles avec des chances de succés qui sont pratiquement — 
de 100 p. 100, il n’en est pas de méme avec un virus « jeune » qui, 
en quelques passages (4 dans le cas présent), disparait peu 4 peu du 
sérum. La maladie ne se transmet plus, et ce sérum privé de virus _ 
ne confére, comme cela était A prévoir, ni résistance d’ordre vaccinal, 
ni prémunition. 

Premier passage. — Le 19 juillet 1944, un 4ne neuf 147 est infecté 
avec 5 c.c. de sérum prélevés le 24 juin 4 un donneur en plein accés. 
L’Ane 147 réagit positivement. Me eek apparente dix jours. Mort 
le vingt-sixiéme jour. 

Deuzxiéme passage. — Le 22 juillet, 5 c.c. de sérum prélevés a 
_ Vane 147 sont inoculés sous la peau de l’Ane 148, qui réagit pee 3 
ment aprés quinze jours d’incubation apparente. 3g 
_ Troisiéme passage. — Le 25 juillet, 5 c.c. de sérum prélevés A } 
Vane 148 sont inoculés sous la peau de ]’ane 149, qui réagit faiblement, __ 
la courbe thermique trés irréguliére ne permet pas de fixer exactement a 
la durée de l’incubation apparente. I] survit. — ' 

Quatrigme passage. — Le 28 juillet, 5 c.c. de sérum_ prélevés a Na 

l’ane 149 sont inoculés sous la peau de 1l’Ane 150, qui réagira positi- 

vement aprés vingt-sept jours d’incubation. Il mourra le 25 octobre, 

a la fin de son troisiéme accés. Un passage du sang de l’4ne 150 est” if 
effectué le 9 septembre 4 1’4ne 151 qui réagit positivement. 

L’Ane 150 s’est donc infecté normalement. mh 

Cinquiéme passage. — Le 381 juillet, du sérum de Vane 150 est 

prélevé. Il servira le 18 aout, soit aprés dix-huit jours de conservation 
A la glaciére, A inoculer sous la peau les trois Anes neufs 152, 153, 164 
avec chacun respectivement 5 c.c. de sérum. 

L’éne 152 ne présente aucune réaction. Eprouvé trente-six jours plus tk 
tard, il réagit aussi vite (quatorze jours) et aussi nettement qi Ons 
témoin inoculé en méme temps que lui. ashi. 

L’ane 153 et l’4ne 154 ne réagissent ni l’un ni l’autre. Eprouvés lad 7a 
et l'autre trois mois plus tard A l'aide d’un virus certain, ils se oe 
montrent insensibles & cette épreuve. ide 

Donc, au cinquiéme passage accéléré, sur 3 Anes, le virus en laisse Bs 
un parfaitement réceptif & une épreuve ultérieure, et en laisse deux pr: 


autres indifférents vis-a-vis d’une épreuve identique. ae = 
Ce résultat, qui. n’avait aucun rapport avec l’hypothése de travail. 
nous a incité 4 rechercher si ce virus de cinquiéme passage accélérs s a 


avait véritablement des propriétés spéciales. : 
Le 16 décembre 1944, 4 chevaux recoivent chacun sous la peau Sep &. 


ae sérum Ge l’ane 150 du 31 juillet, Soukerve depuis cette date, sous 
forme de sérum liquide, a la glaciére. Le délai entre la récolte du virus 
et son utilisation est ici de cent onze jours. Il semble bien qu’aucun 
de ces 4 chevaux ne se soit contaminé. 

1 ~ Le premier, éprouvé au bout de trente jours, a réagi fortement aprés 
_ treize jours d’incubation apparente. 

‘ Le deuxiéme, éprouvé aprés quarante-cing dente, a eu son premier 
; accés, bénin, vingt-deux jours plus tard. 

E Le troisiéme, éprouvé aprés quatre-vingts jours, réagit trés fortement 
douze jours plus tard. 

Le quatriéme qui, comme les trois précédents, n’avait aucunement 
réagi au virus de quatriéme passage accéléré, n’a pas été éprouvé, mais 
était certainement réceptif A une inoculation virulente. 

Donc le virus de quatritme passage accéléré n’a ni infecté, ni pro- 
tégé, contre une inoculation virulente ultérieure les 4 chevaux en 
expérience, alors que dans l’expérience précédente, dite de cinquiéme 
passage, 2 anes sur trois s’étaient montrés résistants a 1’épreuve. 

Nous pensons que nous devons chercher ]’explication de cette diver- 
gence dans le fait que le virus avait été conservé dix-huit jours la 
premiére fois, et cent onze jours la seconde. Les passages accélérés ne 
modifient pas la qualité du virus, mais modifient sa quantité. Peu 
& peu, ces repiquages hAtifs épuisent le virus, et on arrive A inoculer 
des doses de virus sous-infectantes. De plus, on peut penser que le 
virus de quatriéme passage, retiré trop jeune, A trois jours, de son 
milieu naturel vivant, ne posséde pas les qualités physiclogiques de 
résistance qui sont si marquées. pour les virus prélevés pendant la 
crise thermique, soit en pleine maturité. Ceci nous raméne 4 l’hypo- 
thése du début : le virus de i’anémie infectieuse se comporte comme 


tout étre vivant ; inoculé 4 un organisme neuf et réceptif, il se mul- 


tiplie rapidement, mais ne posséde pas pendant cette période de crois- 

_ sance intense en quantité, toutes les qualités d’un virus plus ancien, 
en particulier la résistance 4 la conservation de longue durée in vitro. 

Au point de vue pratique, on peut supposer qu’il existe toute une 
gamme de virus différant entre eux par leurs qualités, ces différences 
_étant conditionnées par la rapidité des passages et le temps de conser- 
vation hors de l’organisme. Le cas des Anes 153 et 154 semble montrer 
que de tels virus choisis judicieusement seraient peut-étre utilisables 

pour la prophylaxie de la maladie. 


NOUVEAU CAS DE CHARBON SYMPTOMATIQUE 
CAUSE PAR CLOSTRIDIUM SEPTICUM 


: par A. R. PREVOT et M. ENESCU. 
En juin 1945, dans la région de Toulouse, P. Saurat a isolé de la 


, moelle osseuse d’une génisse qui avait présenté une tumeur de charbon 
symptomatique au niveau de la cuisse, un germe anaérobie pathogéne 
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Ae ale 1 ge en 
qu’il a reconnu comme n’étant pas Cl. chauvei. Ce g 
envoyé par cet auteur a fin de détermination et son ét 
‘nous a permis de l’identifier 4 Cl. septicum. Il présente 

‘Jes caractéres morphologiques, culturaux, pathogéniques et 
 giques de cette espece; il tue le cobaye en vingt-quatre heur 
‘injection intramusculaire de 0,25 c.c. avec le tableau c ssique d 
_--Y¢ad@me malin hémorragique extensif. Sa toxine tue la souris & la dos 
de 0,1 c.c. par voie veineuse ; elle est enti¢rement neutralisée par | 
~ sérum anti-septicum de l'Institut Pasteur (1/200 c.c. de sérum ni 
tralisant 10 d. m. m.). Son hémolysine, active au 0,001 c.c. est é 
-lement neutralisée par le sérum anti-septicum A dose spécifique. La 
seule particularité qui le distingue un peu de Jl’espéce. normale est 
--— quw’il_ produit en bouillon glucosé une petite quantité d’une substance ~ 
My tee qui aprés extraction A l’éther et addition de réactif d’Ehrlich (para- — 
ra diméthylaminobenzaldéhyde) donne en présence d’acide chlorhydrique 
Ae ae pur un anneau bleu caractéristique du groupe du scatol. Cette parti- 
Ants Sala cularité biochimique n’est pas incompatible avec le diagnostic de 
. Cl. septicum puisque tous les caracttres majeurs de l’espéce sont 
présents. : 4 
Les cas de charbon symptomatique causés par des anaérobies autres 
que Cl. chauvei sont aujourd’hui de plus en plus nombreux. Le germe 
Je plus fréquent pouvant, en dehors de Cl. chauvei, réaliser le tableau _ 
f clinique du charbon symptomatique est, sans conteste, Cl. septicum. — 
-Viennent ensuite Cl. edematiens et W. perfringens. Il faut donc se — 
gene \résoudre .A considérer Ie charbon symptomatique non comme une | 
maladie spécifique A étiologie unique, mais comme un syndrome ana- 
~~: tomo-pathologique a étiologie multiple, dont le trépied est tuméfaction 
ate musculaire noirdtre + état général grave par imprégnation toxi- 
ei - mique + évolution trés rapidement mortelle. . (oa 
Ng La connaissance de ces faits n’a pas qu’un intérét scientifique théo- __ 
--— rique, puisque Ja lutte contre le charbon symptomatique est unique- __ 
ait ment d’ordre immunologique : vaccination préventive des cheptels 
Ae vivant en pays contaminés et sérothérapie curative des cas déclarés. 
Déja de nombreux auteurs ont préconisé la vaccination et la sérothé- 
-rapie bivalente. La vaccination bivalente-anti-chauvoei + anti-septicum — 

ae a été réalisée par Manninger (1924) ; Allen et Rosworth (1924) ; Dalling 
Reet at (1925) ; Wolters (1927) ; Scheuber (1931) ; Frei et Riedmuller (1938). 
“ La vaccination polyvalente a été réalisée par Vallée (1940) contre les 

. 4 germes rencontrés dans le charbon symptomatique : chauveei, septi- 
cum, cdematiens et perfringens ; les résultats publiés par cet auteur 
, sont encourageants puisque sur 16.503 animaux ainsi vaccinés et vivant 
- en milieu contaminé aucun n’a présenté de charbon symptomatique. nf 
Cette pratique est donc A faire connaitre et A généraliser, car la pau- | Ny 
vreté actuelle du cheptel francais et en général européen nous com- 
mande de ne négliger aucune précaution pour le protéger contre les — 
maladies infectieuses. : 7 


Nous remercions P. Saurat de nous avoir envoyé la souche qui nous __ 
a permis cette étude. 


(Institut Pasteur. Service des Anaérobies.) 
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A PROPOS DES INFECTIONS INAPPARENTES | 
A SALMONELLA 
pet A. NABONNE. 


Alors qu’on tonsidérait autrefois que la réaction de Widal était rare- 
ment positive avec les « agents d’entérite », nous savons qu'il n’en est. ist 
trés fréquemment plus. ainsi (Kauffmann) [4]. ; 

Il est aujourd’hui possible de débrouiller la question des infections 

' inapparentes 4 Salmonella grace aux schémas antigéniques des Salmo- 

nella de Kauffmann-White appliqués aux séro-diagnostics qualitatifs. 

A ce sujet, linterprétation de la statistique des fiévres typhoides a 
Marseille donne 4 réfléchir. On retrouve en effet en moyenne dans cette 
région d’endémie typhique : 


em LI/pR epee tas ite) a Ras Ne ie Yoh hat watts Yeti dans 94 p. pe des cas 
te S. facsigghs 7 i RR ECR Cr ley | ee dans 1p.100 — — ov 
Supe LAT] 07 ol Ce aie aL a a ae Sa dans 5p. 100 — — Poe 
Le Mais il ne s’agit que de cas cliniques dont la gravité et l’évolution POS hea 
fe: ont nécessité l’intervention du praticien. Ce sont des cas officiellement = = = =, 
3 déclarés et confirmés par le laboratoire. I] s’agit d’authentiques fiévres. = 
typhoides. Te aaa 


En dehors de ces cas il est permis de se demander si d’authentiques 
Salmonelloses n’auraient pas échappé a l’attention du malade lui-méme 
en raison de la fugacité et de la bénignité des symptémes. On compte ers 
en effet dans ces régions de trés nombreux cas de diarrhées fébriles eet 
passagéres, avec céphalées et inappétence : fiévres muqueuses ou intesti- . ie 
nales, selon l’expression courante, dont 1’étiologie reste indéterminée et ~ Wea 
qui de plus, pour ces raisons, ne sont pas déclarées. ; 

Dans Je but d’apporter 4 ce sujet la technique approfondie du séro- 
diagnostic qualitatif, nous avons contrélé 1.000 sérums humains d’indi- 
vidus adultes apparemment sains, dans la période mensuelle de juillet. a ny 
-—Il s’agissait la plupart du temps d’individus examinés du point de vue © 
syphilitique, mais de toute facon pour une affection étrangére aux 
infections intestinales. Les souches utilisées comme antigénes pour le 
séro-diagnostic, sont originaires des collections de 1’Institut Lister de 
Londres, ou de l'Institut sérothérapique d’Etat de Copenhague (*). Les j 
antigénes ont été préparés et la réaction exécutée sur le schéma de 
Félix et Gardner [2] 4 propos des variétés de Salmonella suivantes : 


O — 901 ; fyi 
arty Pili f6\'s. “sy phim 0 0, #10) 0.165 otha) H— 904 i 
ITALY IUUeAiloal Taibeth ota ile, ei ttel! 3)nh cay : 
: O mas IV, V 
SmO ALY DIL Wares) elle to eho irl) (alss H — oa! 

Phase non spécifique 4 et 2. 
S. enteritidis 1891.......... Dae oa 3 ; 
S. paratyphi CQ ... 2. see es 2 a? Ne nay ny 
S. typhi-murium .. 1 2 6 eee 0 feos I nae Ms 


(*) Nous exprimons toute notre gratitude 4 M. le Professeur SEpALLIAN et 
4 M. le Professeur Souter; de Lyon, qui nous ont confié ce précieux matériel 
“ antigénique. 


Les rgeebltats oat ate Ts : sur 
Hae vue agglutinations | 0 et 


: Apne 
SERUMS POSITIFB ROEETIE 5 30 I 


(p. 1.000) (axtigine 0) 


ANTIGENES 


Saleh. Miva type ore ‘ 4 
S. paral A CMe An 5 4 eeey 
S. paratyphtB...... - «55 46 oP 
S. paratyphiC. ..... % 2 0 2 
Typhi-murium... +++ - 0 0 0 
_S. enteritidis . . . : 0 0 0 


Total (p. 4.000) 


Il s’agit, nous le rappelons, de sujets apparemment indemnes d’i in- 
fections intestinales. 
Been. On note que le taux des agglutinations est moyen mais cependant _ 
i  suffisamment important, surtout au-dessus de 1/80 pour les facteurs — 
antigéniques - O dont on sait la spécificité, méme au décours d’affec- a. 
tions fébriles intercurrentes. Les agglutinines H étaient d’ailleurs 
toujours présentes & des taux sensiblement équivalents. On n’observa — 
jamais de dissociation des agglutinines O et H dans le méme sérum. 2 
Enfin, quelques sérums présentaient des agglutinines communes A _ 
deux souches différentes et dans un cas, un sérum a agglutiné a la — 
fois : la souche de S. typhi, de S. paratyphi A et de S. paratyphi B. 


Gane Il s’agissait vraisemblablement d’un vacciné récent. ; : 
OS Tae Dans l’ensemble, les infections intriquées, relativement rares, ae C. 
_— répartissent sur 1.000 individus de la-facon suivante : Te ae 

os Sttgphs ck aes deh soe oat orks ee ee Sree “ag 
Sey pete AN OE Sy Mice Spier een A ee ic! sw 

SALyp tc Beat a wipe eae amine see AS ESAS, Pat es es holes, ro 

; Se ParalypRivAct Bs: A ol kasha ps s/he Dara er se wath eles ha ee mL Ht, 


L’identification de ces Salmonelloses humaines inapparentes, exces- 
sivement nombreuses par rapport aux cas cliniquement décelables, 
donne du point de vue épidémiologique un caractére nouveau aux 
notions anciennes. On a compté dans le méme temps, en effet, pour 
Vensemble de la population (584.000 habitants), 16 cas de flevres: 
ha typhoides apparentes a S. typhi. ies 
teat Ney Le contraire efit été étonnant, surtout dans ces régions méridionales- . 3 
Bed ou l’individu reste assez indifférent aux régles les plus élémentaires- ae 
de hygiene. Il était difficile d’admettre, en effet, que la chaine de 2S 
grea contaminations favorables & l’espéce majeure, élective pour l‘homme 
(S. typhi), ne soit pas favorable a la propagation de Salmonella effec- _ 
tivement plus répandues puisque certaines sont communes 4 homme eh 

et aux animaux. Il est A retenir cependant que S. typhi murium si_ 

e fréquent en Europe du Nord, est trés rare dans nos régions méridio- — 
nales. Il_s’agit ici, spécifiquement, de S. paratyphi B. 
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Be La Gosjaeial des sérums agglutine S. paratyphi B (55 pour 1.000), 
puis dans l’ordre viennent S. typhi, S. paratyphi A et S. paratyphi C. 
La disproportion des résultats propres aux infections inapparentes 
opposée aux typhoides cliniquement observées et officiellement décla- 
rées, reste le trait dominant des résultats acquis. Du point de vue 
épidémiologique, ce caractére semble présenter quelque intérét puisque 
S. paratyphi B prend rang, dans ces régions d’endémie, parmi les agents 
d’entérite, ce qui n’était pas évident jusqu’ici. 

Cette variété de Salmonella ne peut donc pas, dans ces régions d’en- 
démie typhique, jouer pratiquement un réle important du point de 
vue clinique et épidémiologique en raison de son faible pouvoir patho- 
gene. Il en est de méme de S. paratyphi A et C dont. les fréquences 
| _ sont en outre insignifiantes. 
es La plus grande importance pratique reste A S. typhi dont de trés 
Ee nombreux cas inapparents, 12 p. 1.000, sont décelés dans la méme 
Lis période mensuelle que 16 cas cliniquement et biologiquement confir- 
més. Il s’agit, en effet, de germes hautement pathogénes pour l’>homme 
et trés répandus dans la nature, en sorte que le probléme tout entier 
des infections inapparentes 4 Salmonella, reste pratiquement dans. ces 


régions d’endémie, le probléme particulier de S. typhi. Il souléve, du - 


point de vue de la prophylaxie, un probléme délicat 4 résoudre. 


Conclusions. — Les infections inapparantes a Salmonella décelées 


par le séro-diagnostic qualitatif O et H, sont excessivement fréquentes 

a Marseille. On compte 74 p. 1.000 de sujets adultes en état d’infection 

inapparente pour une seule période mensuelle estivale. C’est-a-dire que 
Boo pour une population globale de 400.000 adultes, le nombre de ces 
affections en évolution depuis plusieurs mois compte Pee dizaines 
de milliers de cas par mois (30.600). 

Il va de soi que ces chiffres mensuels ne sont valables’ que pour le 
mois considéré. Durant cette période le nombre des cas en évolution 
dépistés, se rapporte aussi bien aux deux ou trois mois antérieurs qu’au 
mois écoulé durant le contréle sérologique, en raison du délai variable de 
persistance des agglutinines au décours de l’infection. C’est done a@ une 
dizaine de milliers de cas mensuels qu’on peut estimer la fréquence 
d’apparition mensuelle des cas de Salmonelloses inapparentes, sans 
pouvoir préciser davantage. 

_ Cette incidence nouvelle permet d’apporter dés lors, une correction 
aux statistiques de morbidité basées sur 500 cas annuels officiellement 
déclarés en moyenne 4 Marseille en dehors de tout accident épidémique. 

S. paratyphi B contribue 4 la majorité des cas de ces affections clini- 
quement muettes, mais son faible pouvoir pathogéne efface son intérét 
devant l’extraordinaire fréquence des formes occultes de Salmonelloses 
a S. typhi. 

La fréquence de Salmonelloses 4 S. typhi, 12 pour 1.000 durant le 
mois écoulé, donne théoriquement pour |’ensemble de la ville 4.800 
séro-diagnostics positifs. Il est donc & penser qu’au moins un millier 
de cas nouveaux de fiévres typhoides authentiques et inapparentes sont 
4 considérer mensuellement durant cette période actuelle. 

Ces résultats montrent en outre ‘que le séro-diagnostic qualitatif 
peut étre considéré A juste titre comme un moyen dé dépistage des 
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_ * (ENREGISTREMENT PHOTOMETRIQUE 
Rivera he DU MODE D'ACTION 
| DE L’ASSOCIATION DAGENAN-PENICILLINE ~~ 


par BONET-MAURY et R. PERAULT. 


. L’enregistrement photométrique montre un mode d'action trés diffé- a 
‘rent pour les sulfamides et la pénicilline (1). Celle-ci manifeste une — 
‘action complexe particuliére, tout A la fois bactéricide, bactériostatique yf 
et bactériolytique, tandis que les sulfamides montrent une action 
uniquement bactério-freinatrice, c’est-a-dire ralentissant la multipli- 
cation microbienne. — 5 ec «<* 
Que se passe-t-il lorsqu’on associe ces deux puissants agents anti- ina 
- bactériens > La question est discutée (2). - xe”. 
Nous avons enregistré avec le photoméetre différentiel enregistreur 
| de Bonét-Maury et Walen, les courbes de croissance du Staphylococcus 
aureus en milieu peptoné glucosé, additionné de dagénan, de pénicil- 
line ou des deux médicaments. 3 

En choisissant convenablement la concentration piebericnie initiale 
(10 millions de germes/c. ¢.) ainsi que les concentrations de a 
Dagénan (M/1. 000) et de pénicilline (0,008 un. Oxf./c. c.), on observe a] 
un effet A peine marqué de l’action isolée des deux corps. Leur associa- 
tion aux mémes doses se traduit par contre par un effet important, zi 
que l’enregistrement met clairement en évidence (fig. 1, 2, 3). On 
constate de plus que, bien que la concentration sulfamidienne soit assez. eee 
élevée, la courbe de l’association n’est ni du type Dagénan, ni d’une an 
forme nouvelle, mais est analogue A celle que l’on obtiendrait avec la 
pénicilline seule, a une dose supérieure a celle réellement employée. — Fs, 
Ce résultat est particulisrement net avec la concentration bactérienne a 
choisie, car avec des concentrations plus faibles, on distingue plus diffe ad 
cilement les deux types d’action (fig. 4), bien que la synergie reste 3 S 
cependant évidente. : 


Si l’on fait varier la concentration en Dagénan (fig. as on constate iC re 


(1) Bonét-Mauny et Péravzr, ces Annales, 1945, 74, 495 et 1946, 72, 135, ‘cee 
Nature, 1945, 455, 701. a 


(2) Garron, Le Médecin francais, 1945, 39, 4. - : 


ser dai ‘organisme. See NG 
Lenregistrer ent photométrique montre done que. Vassocia 
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PENICILLINE (0,008) + DAGENAN M/; 900 


OPACITE FINALE 
\ inocuLaT: 10 millions staphy! {3 


. 


(en millions/em3) 


CONCENTRATION BACTERIENNE 
3 


VENRES 


TEMOIN— DAGENAN 


OPACITE FINALE 


INOCULAT. 10 millions staphyl. fem} 


ba a) 


- CONCENTRATION BACTSRIENNE 


“(en millions fem) 


HEURES 


_ Fic. 2 


cilline-Dagénan manifeste un mode d’action du type pénicilline, c’ést-a- “a 
dire que le Dagénan renforce l’action de la pénicilline. L’association = 
agit comme de la pénicilline 4 une concentration pee ee ral ESB ae 
es téelle dans le mélange. 

Ces ‘résultats sont confirmés par la mesure de la concentration bacté- ewe as 
-Tienne 4 la fin de l’expérience. Le photométre enregistreur étant peu See 


Annales de. UInstitul Pasteur, t. 72, n°* 5-6, 1946. 32 


ea si cea Ci est congue a la fin « ) 
; est la densité optique (en lumiére hlanchie sous 1.cm. d’ ‘épaisse 


~ eune des fioles de l’appareil ; les deisemipehone: sont effect 


Sh te 


= Fig. 3 


OPACITE FINALE 


Témoiw.. 
PENICHLL : 
_PERNICIL. + DAG. %/12.000 = 

PENICIL. + OAG./ 6.000; t 
PENICIL. # DAGQM/ 3,000; 
PENICH.@ BRC ™/ 1.000: 1, 38 


PENICHLINE - 0,008 ’ a 
PACLWAN: “Y)3 000-000-3000 —1089 


(en millions Jem) 


EONCENTRATION BACTERIENNE 
> *. 
o 


CONCENTRATION BACTERIENNE 
ra) 
° 


INOCULAT: 100.000 staphyl /.._,2 


(en millions /ems ) 


le photocolorimétre absolu de Bonét-Maury, muni du dispositif pour 
la mesure des troubles. Ces opacités finales sont données dans les 
figures 1, 2, 3 ; on constate que l’association Dagénan-pénicilline donne 
une concentration bactérienne finale, toujours ne a celle, de jae 4) 
pénicilline. ears 
Conclusion. — L’association pénicilline-Dagénan_ exerce sur la. crois- ? 
sance du staphylocoque in vitro une action supérieure & celle de cha- 
cun des constituants. Le mode d’action du mélange est. du méme type 
que celui de la pénicilline seule ; tout se passe comme si la concentra- 
tion en pénicilline était, en présence de Dagénan, SUpERORT. A sa 
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concentration réelle dans le mélange. Ces résultats. sont -en secord ~ 


avec les observations cliniques montrant ia Vassociation | sulfamide- 
cn est synergique (3). 


NOUVELLE NOTE SUR LA CONSERVATION | 
DE QUELQUES ULTRAVIRUS PAR LA DESSICCATION 


par J. VERGE, P. GORET et Cu. MERTEUX. 


En novembre 1941, nous avons montré que la virulence de quelques 
ultravirus conservés ’ ’état sec se maintenait ‘pendant un temps trés 


4 ~ Jong (1). 

3 Nous rappelons que la dessiccation est obtenue au moyen de 1’appa- 
ia reil de Mudd-Flosdorf (dessiccation sous vide aprés congélation) et que 
4 ce procédé permet d’obtenir une déshydratation compléte des. tissus 
2 virulents en un temps toujours trés rapide qui varie, pour un méme — 


volume, avec la richesse en tissu de Ja suspension et avec la nature de 
l’excipient. 3 

Une suspension en sérum de cheval, par exemple, est plus -rapide- 
ment desséchée qu’en eau physiologique. 

Un bon procédé, recommandé par les auteurs américains, consiste 
a additionner Ja suspension aqueuse de 10 p. 100 de gomme acacia 
oy stérile. 

Dans ces conditions, et pour fixer les idées, la déshydratation de 
1 c.c. d’une suspension contenant 20 mg. de tissu est compléte en 
cing heures. / 

La technique permet donc, non seulement de dessécher un_ tissu 
virulent, mais encore d’obtenir, en un temps trés court, la dessiecation 
d’une quantité définie, méme minime, de ce tissu. 

L’inoculation des virus desséchés, déja utilisés en 1941, a été de 
nouveau pratiquée cette année avec succés. 

Nous avons pensé qu’il était intéressant de publier les nouveaux 
temps de conservation observés. 


— oe LO as a 


1. Vrrus DE LA MALADIE DE Carré. — Le temps de conservation de 
seize mois donné dans notre précédente note parait étre une durée 
: limite. Elle est nettement inférieure 4 celle observée pour les autres 
“Me ultravirus étudiés par nous ; aussi de nouveaux essais sont-ils pepel> 
lement en cours. 


MANS 


2. VIRUS DE LA FIEVRE APHTEUSE. — Des échantillons de Finke O, 
datant de 1937 (suspension en eau physiologique ou en sérum) ont 


(3) RammetkAme et Koerer, J. Clin. Invest., 1943, 22, 425. — Oarp, JoHnson 
et Nimaror, Penicillin. US ojfice of War Information, n° 26. — Martin et 
Sureau, Paris Médical, 1944, 34, 11, 113. 

(1) Ces Annales, 1941, 67, 367 (Assoc. Microb. Langue francaise, novembre 
1941). Au cours de la méme séance, Lépine (ces Annales, 1941, 67, 370) indi- 
quait également que la dessiccation permettait la longue conservation de 
nombreux ultravirus. : 


500 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


perdu leur virulence en 1945. En revanche, ce virus desséché aprés 
suspension en sérum normal, le 13 avril 1938 provoque encore le 
14 mai 1945, l’apparition d’un aphte primaire en vingt-quatre heures 
et la généralisation de l’infection 4 la quarante-huitiéme heure, soit 
aprés plus de sept ans (quatre-vingt-cing mois) de conservation. 


3. Virus DE LA VARIOLE AVIAIRE. — Le virus desséché en avril 1939, 
inoculé le 7 février dernier reproduit chez le coq, aprés incubation de 
sept jours une variole aviaire typique (forme diphtérique et épithélio- 
mateuse) soit aprés prés de six ans (soixante-dix mois) de conservation. 


4. VIRUS DE LA PESTE PORCINE. — Le virus algérien desséché en 
mai 1938 confére une peste porcine expérimentale typique (mort en 
neuf jours) A un porcelet inoculé le 22 mai 1945. 

Le virus est donc demeuré actif aprés sept ans de conservation. 


Conciusion. — La méthode de dessiccation aprés congélation suivant 
la technique de Mudd-Flosdorf s’affirme comme un excellent procédé 
de conservation des ultravirus. 

Dans nos recherches arrétées A ce jour, les délais de conservation 
ont été de quatre-vingt-cing mois pour la fiévre aphteuse, soixante- 
dix mois pour le virus de Ja variole aviaire, quatre-vingt-quatre mois 
pour le virus de la peste porcine. 

Nous nous proposons de reprendre ultérieurement les inoculations 
qui nous fixeront sur Ja limite extréme de conservation de ces virus 
a état sec. 


Les communications suivantes paraitront en Mémoire dans les An- 
nales de l’Institut Pasteur : 


L’association pneumocoque-bacille de Yersin in vivo et 
in vitro, par G. GrraRp. 


Recherches sur deux polyosides de spécificité différente exis- 
tant dans les filtrats de culture des bacilles tuberculeux, par 
W. ScHAEFER. 


Sur la végétation du bacille de Koch en profondeur, par 
A. ANDREJEW. 


Recherches immunochimiques sur la bactéridie charbonneuse. 
VI. Essais d’immunisation du cobaye par le liquide d’ced@me 
et ses fractions, par Pierre GrRaBAR et Anne-Marie STavus. 


Le Gérant: G. Masson. 
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